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RESUMEN

El olivo (Olea europaea L.) pertenece a la familia Oleaceae que comprende especies de
frutales perennes, distribuidas en regiones tropicales y templadas de todo el mundo. Es
considerado un cultivo ancestral de gran importancia por sus cualidades y atributos
relacionados con la salud humana. A nivel mundial, Argentina se encuentra posicionada
en el décimo lugar como productor de aceite, séptimo de aceitunas de mesa y ocupando
el primer lugar en el continente americano como exportador. La olivicultura en nuestro
pais se encuentra afectada por diversas causas siendo la problematica sanitaria uno de los
aspectos mas preocupantes. A finales del afio 2013, la primera deteccién de la bacteria
Xylella fastidiosa, complicd alin més este panorama sobre todo para el cultivar Arauco,
emblematico de la provincia de La Rioja, donde desde hace varios afios, se viene
acentuando un marcado decaimiento de olivares tradicionales de més de 50 afios de edad.
Siguen en orden de importancia el Dpto. Cruz del Eje (Cérdoba) y las provincias de
Catamarca y Buenos Aires. En La Rioja, el foco de infeccidn se encuentra en el Dpto.
Arauco, localidad de Aimogasta donde se observo en varias fincas, el abandono de los
olivares debido a que dejo de ser un cultivo rentable para muchos productores de la zona
por los problemas fitosanitarios que se detectaban, llegando a causar hasta la muerte de
la planta. Debido a esta grave situacién sanitaria y junto con SENASA de La Rioja, se
realizd una prospeccion de la bacteria en las principales regiones productoras del pais
para conocer la distribucion de X. fastidiosa a nivel nacional. Del total de muestras
analizadas entre los afios 2013-2021, se obtuvo un 37,2% de plantas enfermas en La Rioja,
39,6% en Cordoba, 33,3% en Catamarca y un 66,7% en Buenos Aires. Se logro el
aislamiento de una cepa proveniente de almendro (origen Catamarca) y dos procedentes
de olivo (origen La Rioja). Con los cultivos bacterianos, se continué con la
caracterizacion del patogeno mediante los sistemas de tipificacion Multilocus Sequence
Typing (MLST) y Variable Number of Tandem Repeat Analysis (MLVA). Con los MLST,
se determinaron dos grupos genéticos o tipos de secuencias-ST, pertenecientes ambos a
la subespecie pauca y presentes s6lo en Argentina: el ST69 presente en fincas de olivo de
La Rioja, Cordoba, Catamarca y citricos del NEArgentino y el ST78 hallado en almendro
y olivos de Coérdoba. Con el sistema de clasificacion MLVA, se obtuvo una marcada

variabilidad genética entre cepas pertenecientes al mismo ST, incluso entre las
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encontradas en la misma region geografica. Con el aislamiento de una cepa de X.
fastidiosa se obtuvieron antisueros que fueron empleados para la puesta a punto de la
técnica seroldgica DAS ELISA. Se obtuvieron resultados importantes en cuanto a
sensibilidad y especificidad con el suero AsXf.4, comparables a los obtenidos con el kit
comercial AGDIA. Se evalud, ademas, la respuesta de tolerancia/susceptibilidad de dos
cultivares, Arauco y Frantoio, frente a inoculaciones realizadas con suspensiones
bacterianas. De las 11 plantas infectadas de cada cultivar, al afio y 4 meses, comenzaron
a observarse sintomas atribuibles a la bacteria solamente en el cv. Arauco. A los 24 meses,
de las 11 plantas inoculadas de este cultivar, 9 resultaron positivas por qPCR,
presentando, ademas, manifestacion de sintomas. Respecto al cv. Frantoio, solo una
planta fue positiva a los 2 afios de inoculacion de la bacteria, pero sin sintomas. De esta
manera, con respecto a la patogenicidad, es posible sugerir que el cv. Arauco es
notablemente mas susceptible a X. fastidiosa con respecto al cv. Frantoio, el cual se
presentd como tolerante frente al patdgeno. Se completaron los postulados de Koch, al
lograr re aislar la bacteria a partir de una de las plantas que resultaron positivas para X.

fastidiosa.

Palabras claves: bacteria vascular, especies lefiosas, pruebas inmunoldgicas.
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ABSTRACT

The olive tree (Olea europaea L.) belongs to the Oleaceae family that includes species
of perennial fruit trees, distributed in tropical and temperate regions around the world. It
is considered an ancestral crop of great importance for its qualities and attributes related
to human health. In the world, Argentina is positioned in the tenth place as an oil producer,
seventh in table olives and occupying the first place in the American continent as an
exporter. Olive growing in our country is affected by various causes, with health problems
being one of the most worrying aspects. At the end of 2013, the first detection of the
Xylella fastidiosa bacterium further complicated this scenario, especially for the Arauco
cultivar, emblematic of the province of La Rioja, where for several years, a marked
decline in traditional olive groves has been accentuating. over 50 years of age. Next in
order of importance are the Department of Cruz del Eje (Cdrdoba) and the provinces of
Catamarca and Buenos Aires. In La Rioja, the focus of infection is in the Department of
Arauco, a town in Aimogasta, where the abandonment of olive groves was observed on
several farms because it ceased to be a profitable crop for many producers in the area due
to phytosanitary problems. that were detected, even causing the death of the plant. Due
to this serious health situation and together with SENASA of La Rioja, a survey of the
bacteria was carried out in the main producing regions of the country to find out the
distribution of X. fastidiosa at the national level. Of the total samples analyzed between
the years 2013-2021, 37.2% of sick plants were obtained in La Rioja, 39.6% in Cérdoba,
33.3% in Catamarca and 66.7% in Buenos Aires. The isolation of one strain from almond
trees (Catamarca origin) and two from olive trees (La Rioja origin) was achieved. With
the bacterial cultures, the characterization of the pathogen continued using the Multilocus
Sequence Typing (MLST) and Variable Number of Tandem Repeat Analysis (MLVA)
typing systems. With the MLST, two genetic groups or types of ST-sequences were
determined, both belonging to the pauca subspecies and present only in Argentina: ST69
present in olive farms in La Rioja, Cordoba, Catamarca and citrus in NEArgentino and
ST78 found in almond and olive trees of Cordoba. With the MLVA classification system,
a marked genetic variability was obtained between strains belonging to the same ST, even
between those found in the same geographical region. With the isolation of a strain of X.
fastidiosa, antisera were obtained that were used to fine-tune the DAS ELISA serological

technique. Important results were obtained in terms of sensitivity and specificity with the
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AsXf.4 serum, comparable to those obtained with the AGDIA commercial Kit. In addition,
the tolerance/susceptibility response of two cultivars, Arauco and Frantoio, was evaluated
against inoculations made with bacterial suspensions. Of the 11 infected plants of each
cultivar, after a year and 4 months, symptoms attributable to the bacterium began to be
observed only in cv. Arauco. At 24 months, of the 11 inoculated plants of this cultivar, 9
were positive by gPCR, also presenting symptoms. Regarding the cv. Frantoio, only one
plant was positive 2 years after inoculation of the bacteria, but without symptoms. Thus,
regarding pathogenicity, it is possible to suggest that cv. Arauco is notably more
susceptible to X. fastidiosa than cv. Frantoio, which was presented as tolerant against the
pathogen. Koch's postulates were completed by re-isolating the bacterium from one of
the plants that were positive for X. fastidiosa.

Keywords: vascular bacteria, woody species, immunological tests.
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Capitulo 1. Introduccion General

CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

Taxonomia, origen e importancia del olivo en el mundo

El olivo (Olea europaea L.) pertenece a la familia Oleaceae que comprende
especies de frutales perennes, distribuidas en regiones tropicales y templadas del mundo.
Del género Olea hay aproximadamente unas 35 especies. El olivo es la Unica especie de
esta familia cuyo fruto es comestible, uno de los arboles cultivados méas antiguos, cuyos
origenes como cultivo se inicio hace 4000-3000 afios antes de Cristo en la region de
Palestina, el 95% del area mundial cultivada se encuentra en el area mediterranea
(Rapoport, 2008). La domesticacion de esta especie surgio en el Medio Oriente hace unos
6000 afos. La cuenca del Mediterraneo corresponde a la principal area productora, como
asi también la que registra el mayor consumo, tanto de aceitunas de mesa como de aceite
de oliva (Costero et al., 2021).

Respecto al comercio mundial, se menciona que en la campafia 2021/2022, ocho
mercados representan aproximadamente el 80% de las importaciones de aceites de oliva
y aceites de oliva virgenes en todo el mundo, comprendiendo en primer lugar Estados
Unidos con el 35%, le sigue la Union Europea con el 17%, Brasil con el 8%, Japon con
el 6%, Canadd con el 5%, China con 4%, Australia con 3% y Rusia con 2%
(https://www.internationaloliveoil.org/wp-content/uploads/2022/02/10C-Imports-2021-
22-1.html).

Espafia (lider de exportaciones mundiales de aceites) es el principal productor,
seguido por Grecia, Italia y Turquia. Aproximadamente, el 75% del total de las
exportaciones mundiales lo centraliza Espafia, Italia y Tunez (Informe de cadena de valor,

2018). Los principales proveedores de aceituna de mesa son Espafia, Argentina,
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Marruecos, Grecia, Turquia, Egipto y Peru. Argentina (49%), Egipto (23%) y Peru (20%)
son los tres principales proveedores de Brasil (https://www.internationaloliveoil.org/wp-
content/uploads/2021/06/newsletter_ioc-164-es-final.pdf).

Nuestro pais, se encuentra posicionado como el principal productor de aceituna de
mesa y aceite de oliva de América y estd ubicado en el quinto y sexto lugar,
respectivamente. La produccidn presenta un caracter ciclico vinculado a la veceria propia
del cultivo (afios de alta produccion son seguidos de afios de baja produccion), a
problemas climéaticos y préacticas culturales deficitarias (Informe de cadena de valor,
2018). En las Tablas 1.1y 1.2, se informan valores estadisticos en 1.000 toneladas (Tn)
de los principales parametros productivos de la cadena olivicola de Espafia y Argentina

para las campafias 2019 al 2022* https://www.internationaloliveoil.org/what-we-

do/economic-affairs-promotion-unit/#figures.

Tabla 1.1. Produccion mundial de aceite de oliva expresados en 1000 toneladas (Tn)
para Espafia y Argentina

Pais Campafias Produccion Importaciones Exportaciones Consumo

2019/2020 1.1253 151,9 420,7 521.6
@
bl
S 2020/2021 1.389 100,7 464.6 537.8
L

2021/2022* 1.300 120 468 1 510
= 2019/2020 30 05 23 75
c
= 2020/2021 30 1 23 75
(@)]
< 2021/2022* 30 05 23 75

* Valor estimativo para el afio 2022. Fuente: Unidad de Asuntos Economicos y Promocion-Consejo Oleicola
Argentino-COA . https://www.internationaloliveoil.org/what-we-do/economic-affairs-promotion-unit/#figures


https://www.internationaloliveoil.org/wp-content/uploads/2021/06/newsletter_ioc-164-es-final.pdf
https://www.internationaloliveoil.org/wp-content/uploads/2021/06/newsletter_ioc-164-es-final.pdf
https://www.internationaloliveoil.org/what-we-do/economic-affairs-promotion-unit/#figures
https://www.internationaloliveoil.org/what-we-do/economic-affairs-promotion-unit/#figures
https://www.internationaloliveoil.org/what-we-do/economic-affairs-promotion-unit/#figures

Capitulo 1. Introduccion General

Tabla 1.2. Produccién mundial de aceituna de mesa expresadas en 1000 toneladas (Tn)
para Espafia y Argentina

Pais Campafias  Produccion Importaciones Exportaciones Consumo

2019/2020 4582 18,1 1733 176,9
% 20202021  546,6 16,4 1794 171,3
G p0012022¢ 645 13,9 188 175
s 2019/2020 327 0 54.5 25
é 20202021 2775 0 53.5 25
g 20212022 3265 0 53 25

* Valor estimativo para el afio 2022. Fuente: Unidad de Asuntos Econdémicos y Promocién-Consejo
Oleicola Argentino-COA .https://www.internationaloliveoil.org/what-we-do/economic-affairs-promotion-
unit/#figures.

X. fastidiosa es un patdgeno nativo de América restringido a los vasos xilematico,
destacandose por su capacidad de causar graves patologias en algunas especies vegetales.
Segun la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha sido reportado en 664
especies vegetales abarcando desde cultivos de importancia econémica como: vid (Vitis
vinifera L.), cafeto (Coffea arabica L.), olivo (Olea europaea L.), naranjo (Citrus sinensis
L.), almendro (Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb.), ciruelo europeo (Prunus domestica
L.), duraznero (Prunus persica (L.) Batsch), alfalfa (Medicago sativa L.), pistacho
(Pistacia vera L.), caqui (Diospyros kaki T.), aromaticas, ornamentales y malezas
(Delbianco et al., 2022). Entre otras enfermedades, es el agente causal del escaldado de
hojas del ardndano (Vaccinium myrtillus L.), nogal (Juglans regia L.), cerezo (Prunus

cerasus L.) y laurel de adorno (Nerium oleander L.).

En América, el cultivo de olivo se inicié en el siglo XVI introduciendo arboles
procedentes de Sevilla, Espafia que llegaron primero a las Antillas y en el afio 1520 al
continente, pasando luego de México a California. Alrededor del afio 1550 ingresaron
cultivares procedentes de Sevilla a Per(l y de alli pasaron a Chile desde donde se
introdujeron los primeros ejemplares a la Argentina entre los afios 1556 y 1558.
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Inicialmente estas plantas fueron llevadas y cultivadas en las provincias de
Catamarca, Santiago del Estero y La Rioja, encontrando en esta Gltima, en el Dpto.
Arauco, las mejores condiciones ambientales para su adaptacion (Gomez del Campo et
al., 2010; Costero et al., 2021).

En nuestro pais, segin el Censo Nacional Agropecuario del afio 2018, de la
superficie total cultivada con olivo, la provincia de La Rioja participa en un 33,4%, le
siguen Mendoza con el 20,5%, Catamarca aporta el 20%, San Juan con el 17%, Cordoba
el 5,8% y explotaciones menores en las provincias Buenos Aires, Salta, Neuquén, Rio
Negro, San Luis, Santiago del Estero, Chubut con un 3,23%. Argentina, en el ranking
mundial, se posesiona como productor en el 10° y 7° como aceite de oliva y productor de
aceituna de mesa, respectivamente. Argentina es el 6° exportador mundial de aceite de
oliva (Aceite de Oliva Virgen Extra-AOVE). En 2017 las exportaciones fueron record
con un incremento del 155,2% respecto al valor del precio FOB (Informe de cadena de
valor, 2018). El mercado espafiol importa desde Argentina calidad extra virgen a granel
para mezclar con su produccién y exportar con fraccionamiento propio. En 2017, para
cumplir con sus compromisos comerciales, los cupos importados desde argentina

incrementaron. Fuente: SSPMicro con base en INDEC.

El cultivo de olivo en Argentina y su importancia

En nuestro pais, existen plantaciones tradicionales de mas de 50 afios. A su vez, en
el Dpto. Arauco de la localidad de Aimogasta se encuentra el Olivo cuatricentenario
denominado “Padre de la Olivicultura Argentina” origen del cultivar criollo Arauco,
Unica variedad argentina reconocida para nuestro pais en el Catdlogo Mundial de
Variedades de Olivo (Barranco Navero et al., 2000; COI, 2000; Tacchini, 2011). Este
cultivar es muy requerido por los productores de la region, por sus atributos de calidad
organoléptica, alta produccion, gran tamafio del fruto y doble aptitud, preferido en fincas
comerciales debido a su aceptacién en el mercado de exportacion (Searles et al., 2010;

Bodoira, 2015). Existen otros cultivares comerciales destinadas a diferentes finalidades,
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entre los més destacados se encuentra el cv. Manzanilla coman, criolla o aceitera muy
requerida por los productores de la provincia de La Rioja por la calidad 6ptima de sus
aceites (tuvo dos reconocimientos importantes a nivel nacional, uno por parte de la
Universidad Catolica de San Juan en 2015, con panel de cata del Consejo Olivicola
Internacional-COl y otro premio como primer puesto en el concurso “Cata de aceite de
oliva Extra Virgen, Cuyoliva 2007”, cv. manzanilla por la Escuela Internacional de
Turisno, Hoteleria y gastronomia de Mendoza) y ancestralmente empleada como

polinizadora del cv. Arauco (Abud, com. pers., 2022).

La produccién nacional se desarrolla principalmente en la provincia de La Rioja
con 25.765,6 ha de superficie cultivada, le sigue Mendoza con 15.825,2 ha, Catamarca
con 15.465,3 ha, San Juan con 13.134,3 ha, Cordoba con 4.484,5 ha y Buenos Aires con
1.449,3 ha. También se encuentran algunas explotaciones menores en las provincias de
Salta con 374,8 ha, Neuquén con 363,0 ha, Rio Negro con 271,5 ha, San Luis con 34.5
ha y Santiago del Estero 1,5 ha y Chubut 0,7 ha (Figura 1.1). El nacleo productor de
Argentina se concentra en La Rioja, Mendoza, San Juan y Catamarca. Los perfiles
productivos estan diferenciados segun el cultivar predominante de cada provincia. La
produccion de aceituna de mesa posee mayor importancia en La Rioja, mientas que en
San Juan y Catamarca prevalece la produccion aceitera. Por su parte, Mendoza posee

importancia en la produccion de ambos productos (Informe de cadena de valor, 2018).

Segun datos del censo 2018, la superficie total actual es de 77.171 ha (INDEC,
2018), aunque en afos anteriores alcanzo valores estimados de 110.000 ha debido al
aumento en la rentabilidad de los productos obtenidos, principalmente al precio del aceite
de oliva por sus atributos favorables para la salud humana (Gobbee y Gusman, 2012) y a
la implementacion de politicas favorables para el sector productivo al amparo de la Ley
22.021. Sin embargo, lo anterior se vio comprometido por diversas problematicas que
afectaron a plantaciones modernas y tradicionales, siendo la sanitaria una de las mas

importantes.
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Figura 1.1. Distribucién de la superficie cultivada con Olea europaea en porcentaje registradas
en las principales provincias productivas del pais. Extraido: INDEC, 2018
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Principales plagas y enfermedades en el cultivo de olivo

Dentro de las plagas mas relevantes que afecta al cultivo se encuentran la “mosca
blanca de los fresnos” (Siphoninus phillyreae), eriéfidos (Aceria oleae y Oxycenus
maxwelli), cochinilla de la tizne (Saissetia oleae), nematodos como la especie
Meloidogyne javanica (Costilla, 2000) y la presencia de los géneros Hemicycliophora,
Helicotylenchus, Tylenchorhynchus, Criconemoides (Roca, 2019b), hongos (Verticillium
dahliae Kleb., Phytophthora spp.) (Gomez del Campo et al., 2010) y bacterias
(Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi) (Trapero y
Blanco, 1999; Oriolani y Pérez, 2008; Del Toro et al., 2011).

A partir de la década de los 90, aparecié en la provincia de La Rioja una
enfermedad denominada por los agricultores como la “seca de las ramas” de los olivos
jévenes, atribuida principalmente a un hongo del suelo, V. dahliae. Estudios posteriores
identificaron ademas a otros agentes causales bidticos y abioticos involucrados en dicho
complejo. En relacion a los primeros, en sucesivos muestreos realizados en dicha
provincia, se identificaron los siguientes microorganismos: Fusarium solani, Fusarium
spp., Phytophthora spp., Rhizoctonia, Phytium spp. y V. dahliae. En La Rioja, este
sindrome se observo en forma marcada en plantaciones jovenes (Roca, 2015). Dentro de
este complejo, V. dahliae es uno de los patdgenos que mas frecuentemente se ha asociado
al sindrome, causando por si mismo severos declinamientos y en algunos casos la muerte
del arbol. V. dahliae, es el agente causal de la verticilosis del olivo, una de las
enfermedades mas perjudiciales que afecta al cultivo (Roca, 2019a). Esta patologia,
ademas de ocasionar importantes pérdidas economicas, tiene la particularidad de que es
muy dificil de erradicar, incluso mediante el uso de diferentes técnicas de manejo
(Tjamos, 1993; Hiemstra, 1998; Trapero y Blanco, 1999; Lopez Escudero y Mercado
Blanco, 2011; Jiménez Diaz et al., 2012). EIl hongo puede causar diferentes dafios segun
su grado de virulencia. Existen diferentes razas conocidas con el nombre de defoliantes
(D) y no defoliantes (ND), siendo la cepa D la de mayor virulencia (Schnathorst y Sibbet,
1971; Rodriguez Jurado et al., 1993). En el pais, s6lo se encontraba la ND; sin embargo,
en el afio 2012, fue detectada por técnicas moleculares la raza D en plantaciones de olivo
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del cultivar Picual en la provincia de La Rioja, Argentina (Roca et al., 2012). A partir del
2005, se observa mayor intensidad de sintomas de declinamiento atribuidos a la raza ND
de V. dahliae, causando importantes mermas en los rendimientos del cultivo, por lo cual
el Gobierno de La Rioja promulgo las leyes N°8.804 (afio 2010) y N°9.489 (afio 2013)
de emergencia fitosanitaria y de zona de desastre agropecuario, respectivamente
(Rattalino et al., 2021). Lépez-Escudero et al. (2004) mencionando al cultivar Frantoio
como tolerante a la infeccion causada por V. dahliae, mientras que ‘Arauco’ seria
susceptible a este hongo (Matias et al., 2010). Respecto a los principales factores
abioticos que afectan al cultivo se menciona a dafios por frio o heladas y asfixia radical,
y otros como suelos pesados y mal drenados, salinidad, deficiencia o exceso de riego. Los
mismos, son considerados como factores que podrian intensificar los sintomas de rama
seca. (Roca, 2019a).

Xylella fastidiosa a nivel mundial

X. fastidiosa a nivel mundial es considerada una plaga cuarentenaria y emergente,
capaz de causar enfermedades en cultivos de importancia agricola como en vid,
duraznero, olivo, almendro, citrico, entre otros. La enfermedad en vid denominada
Pierce’s disease-PD fue descripta por primera vez en California, Estados Unidos en 1892,
ocurriendo apariciones luego en los afios 1929, 1951 y 1976. En 1973, bajo el microscopio
electronico de transmision se observaron bacterias tipo ricketsias (semejantes a las de
animales) en vasos xilematicos procedentes de plantas enfermas. A partir de ese
momento, se infirid que el agente causal estaba relacionado a una bacteria vascular y no
a un virus, aislandose por primera vez de vid en 1978 por Davis et al. (1978). En 1885,
Samuel Rumph observé sobre dos plantas de duraznero cercano a la ciudad de
Marshallville, Georgia (EE. UU), por primera vez una sintomatologia que era atribuida a
un virus causando la enfermedad falsa del duraznero Phony Peach Disease-PPD (Johnson
et al., 2021). En 1987, X. fastidiosa fue descripta como una nueva especie de bacteria,
perteneciente a la familia Xanthomonadaceae (Gammaproteobacteria). Es un hospedante
exclusivo de los vasos xilematicos, Gram (-), mide entre 0,1-0,5 X 1-5 pm con pared
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celular ondulada (Wells, 1987). Es muy dificil de aislar y sélo crece en medios nutritivos
complejos y enriquecidos (Hopkins, 2001; Cariddi et al., 2014) produciendo colonias
muy pequefias de 1-2 mm de diametro. A nivel mundial, fue el primer microorganismo
fitopatégeno no viral secuenciado completamente, habiéndose llevado a cabo estos

estudios en Brasil (Simpson et al., 2000).

En el 2003, en el sur de California, se detectd la presencia de esta bacteria en olivo,
constituyendo éste el primer antecedente en América del Norte y en el mundo; estudios
realizados por Krigner et al. (2014) demostraron que solo el 17% de las plantas
sintométicas fueron positivas para X. fastidiosa mediante PCR y también hubo baja
eficiencia de transmision a plantas indicadoras, sin manifestar sintomas. No se pudo
demostrar que X. fastidiosa causara enfermedad en olivo debido a que no se completaron
los postulados de Koch (Wong et al., 2003; Krugner et al., 2014). En 2013, en
plantaciones de olivo del area de Salento (region de Puglia) al sur de Italia, se detecto la
bacteria causando el Olive quick decline sindrome (QDOS) que provoco la muerte de gran
namero de plantas productivas en poco tiempo. Los sintomas observados fueron
declinamiento subito y quemado rapido del borde de la hoja, siendo la primera cita de
esta bacteria en la Union Europea (Carlucci et al., 2013; Saponari et al., 2013; Loconsole
et al., 2014; Saponari et al., 2014). Mas recientemente, ha sido detectada en Espafia,
Francia y norte de Portugal (Denancé et al., 2017, Gutiérrez Hernandez y Garcia, 2018,
Morente et al., 2018; Landa et al., 2019; CAGPDS-JA, 2020) (Figura 1.2). En otras
localidades de Apulia (Cerignola, Foggia, Canosa Di Puglia, Andria) se hallaron especies
de los géneros Phaeoacremonium spp. y Phaeomoniella spp. y un minador (Zeuzera
pyrina) cuya presencia fue asociada a una sintomatolgia similar a la inducida por la
bacteria (Carlucci et al., 2013), considerandose en un primer momento que formaban
parte de un complejo etiol6gico. También, se identificaron hongos pertenecientes a la
familia Botryosphaeriaceae y a los géneros antes mencionados asociados con la presencia
de cancros en las ramas y declinamiento en California (USA) y Puglia (Italia) (Urbez-
Torres et al., 2013; Carlucci et al., 2015).
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Legend: O Present @ Transient

Figura 1.2. Mapa de distribucion mundial de la bacteria X. fastidiosa

* Las zonas con circulos amarillos indican presencia permanente de la bacteria, mientras que
aquellas sefialadas con violeta indican una presencia transitoria de X. fastidiosa. Fuente: EPPO
Global database. https://gd.eppo.int/taxon/XY LEFA/distributio

X. fastidiosa produce el taponamiento de los vasos xilematicos mediante la
presencia de compuestos y gomas formadas por la misma planta como respuesta
fisiolégica ante la invasion del microorganismo, afectando la absorcion de agua y
nutrientes por parte de la raiz. Las hojas son las primeras en ser afectadas. El quemado (o
la necrosis) comienza en la punta y progresa hacia el peciolo, extendiéndose a toda la
hoja. Las hojas muertas permanecen adheridas a las ramitas que también se desecan,
poniendo asi en evidencia la sintomatologia caracteristica de la enfermedad. Los sintomas
se inician en la parte superior de la copa y luego se extienden al resto de la planta
(Newman et al., 2004; De Benedictis et al., 2017; Martelli y Nigro, 2017). Puede
diseminarse por injertos y estacas si el material de propagacion se encuentra infectado.
De una planta a otra es transmitida de manera persistente mediante insectos vectores
denominados chicharritas del orden Hemiptera, Familias Cicadellidae (tribus Proconiini
y Cicadellini) y Cercopidae. Muchos de estos insectos cumplen su ciclo de vida en
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malezas asintomaticas que actGan como reservorio del patdgeno, manteniendo una fuente

permanente del indculo (Lee et al., 1991; Hopkins and Purcell, 2002).

Actualmente una de las metodologias empleadas para la caracterizacion taxonémica
de X. fastidiosa es el sistema de clasificacion multilocus de secuencias o “Multilocus
Sequence Typing” (MLST) (Yuan et al., 2010; Nunney et al., 2013; Denancé et al., 2017).
Se basa en el analisis de fragmentos de siete genes constitutivos o “housekeeping” que
estan distribuidos por todo el cromosoma bacteriano: leuA, petC, malF, cysG, holC, nuoL
y gltT, permitiendo definir un perfil alélico unico al cual se le asigna un nimero arbitrario
denominado grupo genético o secuencia tipo (ST) (Scally et al., 2005; Elbeaino et al.,
2014; Landaet al., 2017). X. fastidiosa es actualmente, una especie genéticamente diversa
considerando las siguientes subespecies: fastidiosa, pauca, multiplex, sandyi, morus y
tashke (Schaad et al., 2004; Schuenzel et al., 2005; Denancé et al., 2019). Sin embargo,
solo fastidiosa y multiplex han sido reconocidas como subespecies validas por el
“International Society of Plant Pathology Committee on the Taxonomy of Plant
Pathogenic Bacteria” (ISPP-CTPPB). Estas dos subespecies al igual que pauca fueron
analizadas mediante estudios de hibridacion de ADN-ADN (Bull et al., 2012). Las otras
subespecies fueron caracterizadas por el sistema de tipificacion MLST. Actualmente, se
considera como nueva especie: X. taiwanensis por presentar caracteristicas genéticas y
fisioldgicas diferentes de X. fastidiosa (Leu y Su, 1993; Chen y Chang, 2006; Su et al.,
2012, 2016; Landa et al., 2017; Denancé et al., 2019). El conocimiento de la subespecie
a la que pertenecen las cepas aisladas permite comprender mejor la epidemiologia
causada por este patdgeno y lograr una descripcion adecuada de la estructura de la

poblacién y su dinamica (Cesbron et al., 2020).

En Argentina, X. fastidiosa fue detectada por primera vez en el afio 1935, en el
Delta del Parana en plantaciones de ciruelo japonés (Prunus salicina) ocasionando la
escaldadura del borde la hoja del ciruelo (plum leaf scald-PLS), siendo su mayor
dispersion después del afio 1940. Fernandez Valiela y Bakarcic (1954) logran transmitirla
por injerto, por lo que se pensO que se trataba de un virus. Fue declarada plaga de la
agricultura (Dec. PENac 15523/56). Causo la muerte de mas de 500.000 plantas.

(Fernandez Valiela y Bakarcic, 1963). La enfermedad desaparecio posteriormente por las
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innumerables inundaciones y porque dejé de ser una zona fruticola (Bakarcic y De Santis,
1969). En la década del 90", aparecid en la provincia de Catamarca, otra enfermedad
también asociada a esta bacteria. Se la conocié como escaldadura de la hoja del almendro
(almond leaf scorch-ALS), considerada en el pais como una de las patologias importantes
en este hospedante, debido a que las plantas afectadas no se recuperan (Nome et al.,
1992). Otra de las patologias causada por la bacteria es la clorosis variegada de los citricos
(CVC) presente en Misiones, Corrientes y Entre Rios (Brlansky et al., 1991), llamada
inicialmente pecosita (Diamante et al., 1999). En esta misma década la CVC comenzd a
manifestarse con una intensidad importante produciendo mermas sobre todo en la
produccidén de naranjas, siendo hasta el momento detectada solamente en el NEA. Esta
enfermedad no es considerada de gran importancia en Corrientes debido a que hay afios
donde los rendimientos no se ven afectados por la presencia de este patdgeno (Canteros,
comunicacion personal). Esta bacteria se ha encontrado ademas, en malezas con ausencia
de sintomas en montes de ciruelos (Nome et al., 1982) almendros (Haelterman, et al.,

1995) y citricos enfermos actuando como hospedantes alternativos (De Coll, 1996).

Situacion actual del olivo en Argentina respecto a X. fastidiosa

En los ultimos 17 afios, se incrementd considerablemente la sintomatologia del
decaimiento principalmente en las plantaciones tradicionales de la variedad Arauco. En
forma simultanea a la deteccidn de la bacteria en Italia, en nuestro pais, en diciembre de
2013, en la localidad de Aimogasta (Departamento Arauco, provincia de La Rioja,), se
observaron en fincas tradicionales de mas de 50 afios del cv Arauco y posteriormente en
plantaciones de Cordoba del mismo cultivar, mostraban en la copa y “chupones” algunas
ramas con hojas secas en el extremo, mientras que las basales presentaban el apice
necrosado denominado punta de flecha (PF), sintoma que hacia presumir la presencia de
X. fastidiosa. Analisis moleculares y serologicos permitieron detectar a la bacteria en
plantas con esa sintomatologia descripta (Roca et al., 2014). Posteriormente, se confirmé

su presencia en la provincia de Cordoba, en arboles sintomaticos de la variedad Arauco
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ubicados en parcelas comerciales proximas a la localidad de Paso Viejo, Dpto. Cruz del
Eje (Tolocka et al., 2014).

Es grave la situacion fitosanitaria por la que estan atravesando los olivares de
nuestro pais debido al marcado decaimiento que se va acentuando con los afios. En una
finca de la localidad de Aimogasta se analizaron 1.350 plantas durante los afios 2008,
2011, 2012 y 2014; siendo la evolucion de la “Rama Seca” en plantas enfermas del 6%;
33%, 44 %, 72% y en mortandad del 3%; 39%, 44%, 20%, respectivamente (Ladux et al.,
2014a). Este aumento significativo en la incidencia y mortandad de los olivos y la rapida
dispersion de la enfermedad, hizo pensar sobre la posibilidad de algin cambio en la
virulencia del hongo V. dahliae, responsable de la verticilosis del olivo, con la aparicién
probablemente de una nueva cepa o alternativamente la apariciébn de una nueva
enfermedad. Segun estudios realizados en el afio 2012 en el departamento Arauco, La
Rioja, el porcentaje de plantas con esta sintomatologia atribuida a V. dahliae alcanzé hasta
un 9%, mientras que el de plantas muertas fue del 7% segun el distrito analizado, en tanto
que la incidencia total en ese departamento fue del 3,1% (Ladux et al., 2014b). Segun, las
estimaciones realizadas en el afio 2014, por profesionales del area (Ortiz, comunicacién
personal), se concluye un aumento continuo en la incidencia y mortandad de los olivares
infiriéndose asi en la posibilidad de un mayor grado de agresividad de la cepa ND de V.
dahliae o la presencia de otro patdgeno. Estos valores implican importantes pérdidas tanto

en la productividad del cultivo como en los valores inmobiliarios de las fincas afectadas.

Respecto a la bacteria, recién en el 2015 se logro la secuenciacion parcial del gen
rpoD (factor sigma 70 de la RNA polimerasa) presente en X. fastidiosa proveniente de
plantas sintomaticas de olivos, en Aimogasta y Cruz del Eje (Haelterman et al., 2015;
Tolocka et al., 2015).

En Argentina, son escasos los estudios referidos a la caracterizacion de la diversidad
geneética de la bacteria, mecanismos de patogenicidad y tolerancia del hospedante. A
campo se desconoce la interaccion entre X. fastidiosa y los cultivares mas importantes
presentes en las principales regiones productivas. Se atribuye a que la perdida de casi un
30 % de arboles del cv. Arauco en plantaciones tradicionales es causada por un complejo

etioldgico dentro del cual se encuentra la bacteria, esto ha provocado una importante crisis
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socio-cultural entre los productores, debido al arraigo de este cultivar, autoctono del Dpto.
Arauco (Roca, com. pers., 2019). Esta problematica causa un importante impacto debido
a que pone en serio riesgo los cultivos de otras zonas olivicolas del pais. Es necesario el
conocimiento de su distribucion, importancia y el comportamiento de algunos cultivares
frente a la infeccidn de X. fastidiosa, para la implementacion de medidas de contingencia
y estrategias de manejo que permitan su deteccion temprana en plantaciones olivicolas
del pais, evitando su dispersion. Esto nos permitiria implementar buenas practicas
agricolas como el uso de material de propagacion agamica libre de patdgenos
(actualmente en Argentina no hay certificacion en esta especie vegetal), el control del
insecto-vector, de malezas presentes en las fincas y el estudio de las condiciones

agroclimaticas que predisponen la infeccién del cultivo.
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HIPOTESIS

Teniendo en cuenta que la presencia de Xylella fastidiosa en plantaciones de olivo reviste

particular importancia, se plantean las siguientes hipotesis:

X. fastidiosa esta presente en todas las regiones olivicolas argentinas, encontrandose
también en hospedantes alternativos de plantaciones infectadas con el patdgeno,

pudiéndose aislar la bacteria desde olivo y otros cultivos de interés agricola

e Mediante técnicas béasicas de caracterizacion y en conjunto con pruebas seroldgicas y
moleculares se pueden confirmar la existencia de cepas de X. fastidiosa presentes en

nuestro pais

e Lasubespecie de X. fastidiosa encontrada en olivos de Argentina es la misma que esta

presente en citricos y almendros de nuestro pais

e X. fastidiosa es el principal agente causal del complejo etioldégico denominado
“Decaimineto Rapido del Olivo (DRO)”, siendo el cv. Arauco uno de los maés
suceptibles a la bacteria, pudiendo ser diagnosticada por sueros elaborados a partir de

cepas locales
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OBJETIVOS GENERALES

. - Efectuar una prospecciéon a nivel nacional de la presencia de la bacteria en las
princiaples plantaciones olivicolas y en hospedantes alternativos. Realizar aislamientos

de la bacteria a partir de plantas de olivo y otros cultivos de importancia agricola

. - Comprobar la existencia de cepas de X. fastidiosa presentes en nuestro pais a través de

técnicas basicas de caracterizacion y en conjunto con pruebas seroldgicas y moleculares

. - Caracterizar la subespecie de X. fastidiosa encontrada en plantas de olivo, almendro y

citricos, y producir reactivos seroldgicos para su deteccion

. - Conocer el comportamiento de tolerancia/susceptibilidad de cultivares de olivo frente

a la infeccién de la bacteria
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Monitorear la presencia de X. fastidiosa en las principales regiones olivicolas del pais

2.- Relevar hospedantes alternativos en plantaciones tradicional de olivo del
departamento de Cruz del Eje, Cérdoba infectado con la bacteria

3.- Aislar la bacteria X. fastidiosa a partir de plantas de olivo y otros hospedantes
presentes en el pais

4.- Caracterizar morfoldgica, bioquimica, seroldgica y molecularmente cepas locales de
X. fastidiosa

5.- Caracterizar molecularmente cepas y extractos vegetales infectados con X. fastidiosa
mediante los sistemas de tipificacion Multilocus Sequence Typing-MLST y Multilocus

Variable Number of Tandem Repeat Analysis-MLVA

6.- Poner a punto un método de diagnostico serologico a partir de un suero elaborado con

una cepa local de X. fastidiosa para su deteccion

7.- Evaluar la respuesta de tolerancia/suceptibilidad de dos cultivares de olivo frente a la

infeccién con X. fastidiosa
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CAPITULO II

PROSPECCION DE X. fastidiosa EN LAS PRINCIPALES
PROVINCIAS OLIVICOLAS DE ARGENTINA

INTRODUCCION

La superficie total implantada de olivo en Argentina estimada alcanza los 77.171
ha, de las cuales, las principales provincias productoras de olivo para aceite y conservas
son: La Rioja 25.766 ha (33.4%), Mendoza con 15.825 ha (20.5%), le sigue Catamarca
con 15.465 ha (20%), San Juan con 13.134 ha (17%), Cordoba con 4.484 ha (5,8%) y
Buenos Aires con 1.449 ha (1,9%). También se encuentran algunas explotaciones
menores en las provincias de Rio Negro con 271 ha (0,35%), San Luis con 34,5 ha
(0,04%) y Neuqueén con 363 ha (0,47%). El 32% de las hectareas cultivadas se destinan a
la produccion de aceitunas de mesa y el 68% a la elaboracion de aceite de oliva (INDEC,
2018). En Argentina se encuentran plantaciones tradicionales donde predominan los
cultivares Arbequina, Frantoio, Picual para aceite y Arauco para mesa. Este Gltimo
cultivar, valorado por su alta produccion gran tamafio del fruto y doble aptitud, es el nico
obtenido en el pais presente en el Catdlogo Mundial de Variedades de Olivo (Barranco
Navero et al., 2000; Tacchini, 2011). La innovacion del cultivo operada en la década de
los ‘90, al amparo de la ley 22.021 y complementarias, trajo aparejado numerosos
cambios tecnoldgicos como la alta densidad del marco de plantacion, el riego por goteo,
la cosecha mecanica, como asi también el recambio varietal. Inicialmente se introdujeron
numerosos cultivares, aunque luego predominaron los de mayor preferencia a nivel
internacional como Manzanilla de Sevilla para mesa y Arbequina, Picual, Frantoio,
Leccino, Coratina y Barnea, para aceite, entre otros (Searles et al., 2010). En Argentina,

Arbequina es el principal cultivar con este destino.
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A nivel mundial, entre las principales enfermedades que causan graves dafios al
cultivo de olivo se encuentra la bacteria Xylella fastidiosa. En el afio 2013, se report6 el
primer foco de este patdgeno en la Unidn Europea, en olivares de la region de Apulia al
sureste de Italia (Carlucci et al., 2013; Saponari et al., 2013; Loconsole et al., 2014;
Saponari et al., 2014), con sintomas de quemado rapido del borde de la hoja que se venian
observando desde 2010 y que se asociaron a la enfermedad denominada decaimiento
stbito del olivo (Olive Quick Decline Syndrome-OQDS) (Saponari et al., 2017).
También, ha sido detectada en otros paises de la Unidén Europea como Espafia,
especificamente en las Islas Baleares (Mallorca, Menorca e Ibiza) y Alicante, en Francia
(Isla de Corcega, Costa Azul) y en el norte de Portugal (Concelho de Vila Nova de Gaia)
(Denancé et al., 2017; Morente et al., 2018; Gutiérrez Hernandez y Garcia, 2018; Landa
et al., 2019; Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible de la
Junta de Andalucia, 2020). Paralelamente, en diciembre de 2013, fue detectada en
Argentina en plantaciones tradicionales de olivo de la provincia de La Rioja (Haelterman
et al., 2015) y posteriormente, fue hallada en las provincias de Cérdoba (Tolocka et al,
2014) y Catamarca (Von Baczko et al., 2017; Tolocka et al., 2018). Mediante pruebas
serologicas y moleculares se confirmo la presencia de la bacteria en la provincia de La
Rioja, principalmente en arboles del cultivar Arauco que fue el més afectado por éste
patdégeno (Haelterman et al., 2015) y también se detecté en otros cultivares como
Manzanilla, Arbequina y Picual (Tolocka et al., 2017; Calahorra et al., 2019).

La bacteria se dispersa por medio de la propagacion de material agdmico infectado
y a nivel de campo es transmitida por insectos-vectores denominados chicharritas del
orden Hemiptera, Familias Cicadellidae (tribus Proconiini y Cicadellini) y Cercopidae.
Muchos de estos insectos cumplen su ciclo de vida en malezas asintomaticas que actdan
como reservorio del patdgeno, manteniendo una fuente permanente del indculo (Lee et
al., 1991; Hopkins and Purcell, 2002). Por otro lado, la proliferacion de la bacteria
transmitida por estos insectos, podria llevar a una pérdida importante de valor paisajistico,
afectando a olivos centenarios y produciendo pérdidas econdmicas (Lopez et al., 2018).
Segun Montesinos, 2019 menciona que la transmision de la bacteria por vectores esta

influenciada por el aumento de la temperatura teniendo un efecto de acortamiento de la
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duracién de las etapas de desarrollo e incremento en el nimero de generaciones del vector,

con lo que la diseminacion de X. fastidiosa podria verse favorecida.

X. fastidiosa es una bacteria mesofila adaptada a zonas con inviernos con
temperaturas suaves o moderadas (LOpez et al., 2018). Si bien el cambio climéatico no
implicara variaciones significativas respecto de la presencia de la X. fastidiosa, tampoco
favorecera a su desaparicion. La enfermedad causada por esta bacteria es responsable de
pérdidas en la produccidn agricola que podria obligar a un cambio de cultivos en algunos
sectores, como se menciona para el cultivo de la almendra en las Islas Baleares (De
Vilchez Moragues et al., 2019). En el archipiélago se propone implementar regulaciones
especificas que no dejen importar determinadas plantas como la Polygala myrtifolia ya
que en el caso de que la bacteria afectara a olivos centenarios de la Serra las pérdidas para
el sector del aceite serian considerables.

En base a la distribucion conocida de X. fastidiosa en las distintas zonas del mundo
y en el marco de los proyectos PONTE y XF-ACTORS del programa H2020 de la UE se
estan infiriendo modelos de favorabilidad climatica, asi como de distribucion potencial
de la bacteria en Europa. Segun Landa et al. (2018), las temperaturas minimas en invierno
que prevalecen en las areas de cultivo de olivos, vid y almendro, principalmente en el sur
de Espafia, Grecia, Italia, Portugal o Turquia, podrian permitir la supervivencia y
establecimiento de la bacteria, si finalmente llegase a ser introducida y/o no se pudiese
erradicar. Por lo mencionado anteriormente, el clima invernal es un factor clave para
delimitar &reas infectadas donde X. fastidiosa puede sobrevivir de una estacion a la
siguiente (Purcell, 1989). No obstante, seria necesario estimar los valores umbrales de
temperatura minima invernal para la situacién europea, ya que cada una de las
subespecies puede presentar condiciones climaticas diferenciadas para su desarrollo y
supervivencia y estar también influencias por las regiones geogréficas o plantas
hospedantes (Feil y Purcell, 2001).
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Segun Purcell, 1997 cita que el potencial establecimiento de la bacteria causante
de la enfermedad PD en vid en California (EE. UU) esta influenciada por las temperaturas
medias minimas de invierno indicando un rango de riesgo segun la siguiente escala: T° <
-1,1°C es nulo el peligro, de -1,1 °C a 1,7 ocasional, de 1,7 a 4,5 °C moderdo y >4,5°C el
riesgo es severo. También, la prevalencia de las enfermedades causadas por X. fastidiosa

esta directamente relacionada con la de sus vectores (L6pez et al., 2018).

Hay protocolos empleados para la amplificacion de ADN de todas las subespecies
de X. fastidiosa; tres de ellos siguen la normativa europea que son: 1) PCR convencional
desarrollada por Minsavage et al., 1994 (gen rpoD); 2) PCR en tiempo real de Francis et
al., 2006 (proteina hipotética conservada, HL) y 3) PCR de Harper et al. (2010, erratum
2013) (gen rimM), siendo este Ultimo el més sensible y recomendable para la deteccion
de la bacteria (EPPO, 2018; Lopez et al., 2018). La técnica seroldgica ELISA es confiable
y rapida para la deteccidn de bacterias fitopatdgenas, se basa en la relacion inmunolégica,
entre anticuerpos que reconocen y se unen a un antigeno especifico, es una técnica
confiable y rapida para la deteccion de bacterias fitopatdgenas y se considera como prueba
complementaria (Protocolo de Diagndstico: Xylella fastidiosa y sus subespecies, 2020).

Los sintomas inducidos por X. fastidiosa pueden variar segun la especie hospedante
y la cepa bacteriana que causa la infeccion (Saponari et al., 2017). El aislamiento de este
patdgeno es fundamental para determinar su identidad y contemplar estudios complejos
referidos a su biologia, caracteristicas fenotipicas, conocimientos genéticos y de
patogenicidad. Ademas, para confirmar si es el agente causal de la enfermedad en una
especie vegetal determinada y poder reproducir los sintomas observados a campo

cumpliendo con los postulados de Koch.

Se conoce que una de las peculiaridades de X. fastidiosa, es lo dificultoso de su
aislamiento, incluso a partir de plantas sintomaticas. Esto es debido, entre otras causas, a
sus exigencias nutricionales que dificultan su crecimiento in vitro (bacteria fastidiosa) y
que requiere de medios de cultivos muy complejos y enriquecidos (Marco-Noales y
Barbé, 2018). Las complicadas interacciones entre la bacteria, la planta, el vector y el

ambiente se podrian conocer partiendo del aislamiento del patégeno (Landa et al., 2017).
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Aunque en el protocolo EPPO (2018) se describe la metodologia aconsejada para
su aislamiento, el éxito del mismo depende de otras condiciones influyentes, como son el
tipo de hospedante, la concentracion bacteriana presente en la muestra, el tiempo
transcurrido entre la toma de la muestra y la realizacion de los aislamientos y la época del
afio en que se realizan, dado que las condiciones ambientales influyen en la concentracion
en la planta (Landa et al., 2017).

Para el aislamiento de X. fastidiosa, se recomienda el empleo de por lo menos dos
medios de cultivos especificos para este microorganismo, con la finalidad de tener
mayores posibilidades de éxito para obtener el cultivo bacteriano (EPPO, 2016c¢). Debido
a que es una bacteria de muy lento crecimiento, es fundamental realizar una correcta
desinfeccion superficial del material vegetal del cual se va a realizar el aislamiento, para
evitar el crecimiento de otros microorganismos que pueden interferir en la placa de cultivo
debido a que crecen mas rapidamente que este patdgeno. Existen estrategias (EPPO,
2018) que tienen por finalidad aumentar las probabilidades de lograr el aislamiento de la
bacteria, como es el empleo de ultrasonido que disgregan las estructuras de la biopelicula
que produce la bacteria en los haces vasculares xilematicos de las plantas infectadas,
liberando las células individuales que pueden formar colonias en el medio de cultivo
especifico. También en muestras lefiosas tales como olivo, la impresion directa de
secciones de brindillas tras ligera presion facilita la salida de liquido xilemético que se
siembra sobre el medio de cultivo especifico como el agar de extracto de levadura y
carbén tamponado denominado BCYE. Este medio fue citado Wells et al. (1981) y
Schaad et al. (2001) como el mas adecuado para el aislamiento de la bacteria a partir de

material vegetal de olivo.

La hipdtesis planteada para este capitulo fue la siguiente:

- X. fastidiosa estd presente en todas las regiones olivicolas argentinas,
encontrandose también en hospedantes alternativos de plantaciones infectadas con el

patogeno, pudiendose aislar la bacteria desde olivo y otros cultivos de interés agricola
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De la misma, se desprende el siguiente objetivo general para este capitulo:

. - Efectuar una prospeccion a nivel nacional de la presencia de la bacteria en las
princiaples plantaciones olivicolas y en hospedantes alternativos. Realizar aislamientos

de la bacteria a partir de plantas de olivo y otros cultivos de importancia agricola

Los objetivos especificos fueron:

. - Monitorear la presencia de X. fastidiosa en las principales regiones olivicolas del

pais

. - Relevar hospedantes alternativos en plantaciones tradicional de olivo del

departamento de Cruz del Eje, Cordoba, infectado con la bacteria

. - Aislar la bacteria X. fastidiosa a partir de plantas de olivo y otros hospedantes

presentes en el pais
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio, prospeccion y metodologia para el muestreo

Entre los afios 2013 y 2021 se realizaron, en conjunto con el Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria-SENASA, prospecciones en campos situados en
departamentos de las provincias de Catamarca, La Rioja, San Juan, Mendoza, Cérdoba,
Buenos Aires y Rio Negro (Figuras 2.1 a 2.7; Tabla 2.1). Se trata de zonas pertenecientes
a las principales areas de produccion del pais con condiciones agroecolégicas adecuadas
para el cultivo del olivo. El sistema de plantacion adoptado en la gran mayoria de las
fincas relevadas, era el tradicional, de baja densidad (entre 70-150 plantas/ha), con un
marco de plantacion de 10 x 10 m y riego a manto. También, se efectuaron relevamientos
en las provincias de Catamarca, La Rioja, Mendoza y San Juan en olivares modernos con
mayor numero de plantas por hectarea y riego localizado, entre ellos intensivos de baja y
alta densidad con 200-400 plantas/ha y 400-800 plantas/ha y marcos de plantacién de 6 x
4 my 6 x 2 m, respectivamente; y superintensivos con densidades mayores a 1500
plantas/ha, con marco de plantacion de 3,5 x 1,5 m (Bueno y Oviedo, 2014).

{
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Figuras 2.1 y 2.2: Departamentos muestread%s2 en las provincias de Catamarca y La Rioja,
respectivamente



Capitulo I1. Materiales y Métodos

Figuras 2.3 y 2.4: Departamentos monitoreados en las provincias de San Juan y Mendoza,
respectivamente

\‘.

Figuras 2.5 y 2.6: Departamentos y partidos réldvados en las provincias de Cérdoba y Buenos
Aires, respectivamente
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Figura 2.7: Departamento muestreado en la provincia de Rio Negro

Tabla 2.1. Sitios de estudio y plantaciones de olivo en las principales provincias del pais

Provincias Departamentos Localidad Zonas/Partidos ~ Cultivares
Catamarca Andalgala Arauco
Poman Coratina
Capayan Arbequina
Tinogasta
Belén
La Rioja Arauco Aimogasta  Tiro Federal Il Arauco
Castro Barros San Pedro La Merced Picual
Chilecito Vichigasta Manzanilla
San Blas de los Sauces  Villa Mazéan fina
Capital Santa Rita de Barnea
Catufia Nabalis
Alorefia
Empeltre
Frantoio
Hojiblanca
San Juan Rawson Arauco
Pocito Frantoio
Chimbas Farga
Albordon Arbequina
Zonda Criolla
25 de Mayo Changlot
Real
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Mendoza Rivadavia Arauco

San Martin Manzanilla
Lujan de Cuyo Arbequina
Junin Frantoio
Guaymallén
Lavalle
Maipu
Cérdoba Ischilin San Isidro Arauco
Cruz del Eje cno. Paso Frantoio
Capital Viejo Arbequina
Las Playas Manzanilla
San Nicolas Nevadilla
Palo Parado Oblonga
El Tropiezo
Villarino Mercedes Arbequina
La Plata San Pedro
Buenos Aires Saavedra
Puan
Coronel
Dorrego
Rio Negro General Roca s/d _del
cultivar

Las muestras se tomaron de plantas sintomaticas, por lo general de mas de 50 afios
y preferentemente del cultivar Arauco, considerado susceptible a X. fastidiosa. También
se muestrearon olivares implantados con los cultivares Frantoio, Arbequina, Picual,

Manzanilla, Coratina, Farga, Criolla, Barnea, Nabali, Changlot Real y Nevadillo.

Para la toma de muestras de cada plantacion, primero se realiz6 una apreciacion
general de las fincas de manera visual y luego una observacion particular en cada planta
tratando de detectar sintomas de decaimiento, defoliacion parcial, rama con hojas secas
por lo general en la parte superior de la copa, distribuidas de manera desuniforme y en la
parte basal de la misma rama la deteccion de hojas con quemadura en los bordes o necrosis
apical denominada “Punta de Flecha-PF” (Figura 2.8). También se consideraron otros
sintomas adicionales como muerte rapida de brotes, hojas con coloracion verde seco
(opaca), de forma curvada y con los bordes plegados hacia arriba y clorosis en el limbo
(Haelterman et al., 2015).

A partir de ramas que presentaban el extremo apical seco, se seleccionaron 6-8
brindillas (de 60 cm de longitud) por debajo de ese sector, que tuvieran hojas con los
sintomas anteriormente citados. También, de arboles con marcado decaimiento

(desecamiento abrupto de la parte aérea) se seleccion6 material vegetal de aquellos que

35



Capitulo I1. Materiales y Métodos

manifestaron una zona de sobrebrotacion detectada desde la base del tronco denominados
chupones manifestando los mismos sintomas. A partir de plantas que presentaron escasa
sintomatologia, se prepararon muestras compuestas, seleccionando 10-12 brindillas de
alrededor de toda la copa. Luego, las mismas fueron colocadas dentro de una bolsa
plastica identificandola por nimero de fila y planta o por coordenadas geogréaficas.
Posteriormente, se acondicionaron en conservadoras de poliestireno expandido con
refrigerantes hasta su destino final. Una vez en el laboratorio, las muestras se conservaron

a 4°C hasta el momento del analisis y diagnostico (Tolocka et al., 2019).

LoD
ol N N X } PO W

Figura 2.8. A. Planta de olivo con avanzado decaimiento procedente del Dpto. Cruz del
Eje (Cordoba), febrero 2021. B-E. Sintoma de rama seca en el extremo superior de la
copa. C. Necrosis apical en las hojas. D-F. Chupones con sintomas atribuibles a X.
fastidiosa. Fotos: P. Tolocka.
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Muestreo de olivos y potenciales hospedantes de X. fastidiosa
en zonas productivas del pais

En marzo del afio 2017, se realiz6 un relevamiento en busqueda de hospedantes
alternativos ubicado camino a Paso Viejo, Dpto. Cruz del Eje, en un olivar que tenia
antecedentes de la presencia de la bacteria (prospeccion que se efectud en dicha finca en
el 2014), y que presentaba una alta incidencia de sintomas de declinamiento en plantas
afiejas. La busqueda se orienta a hospedantes alternativos que se encontraban aledafios a
plantas de olivo enfermas como: fresno (Fraxinus excelsior L.), mandarino (Citrus
reticulata B.), laurel (Laurus nobilis L.), jazmin de lluvia (Trachelospermum jasminoides
(Lindl.) Lem.), cedrdn (Aloysia citrodora P.), santa rita (Bougainvillea glabra C.), vid,
bignonia (Bignonia capreolata L.), amor seco (Bidens pilosa L.), duraznero, Zinnia
peruviana L., azarero (Pittosporum tobira (Thunb.) W.T.Aiton), algarrobo (Prosopis L.),
siempre verde (Ligustrum L.), achira (Cannaceae indica L.), menta (Mentha x piperita),
crisantemo (Chrysanthemum indicum L.), moradillo (Machaerium acutifolium V.), rosa
rococo (Rosa gallica L.), aguaribay (Schinus areira L.), malvacea (Malva sylvestris L.),
tala (Celtis ehrenbergiana Gillies ex Planch), crasa (Flia Crassulaceae), girasolillo
(Helianthus tuberosus L.), santa lucia (Commelina erecta L.), albahaca (Ocimum
basilicum L.), sanguinaria (Sanguinaria canadensis L.), afata (Sida rhombifolia L.),
girasol guacho (Helianthus annuus L.). Se extrajo del olivar una planta de cada especie
mencionada, realizdndose una muestra compuesta de cada ejemplar, y se analiz6 un pool
de peciolos y nervaduras principales por técnicas seroldgicas. En ese mismo afio, en el
Dpto. Chilecito se recolectaron 13 plantas provenientes de huertos de citricos, almendros
y ciruelos que fueron analizados por la técnica serologica DAS ELISA. En otro
relevamiento efectuado el mismo afio en Chilecito (Capital) se tomaron 17 muestras de
plantas de citricos y olivos que fueron evaluados mediante la misma técnica analitica. En
el afio 2021, se efectud un nuevo relevamiento en el lote 1 del huerto mencionado para
conocer el estado sanitario de los olivos de en uno de los lotes tradicionales, donde se

tomaron 16 muestras de plantas con sintoma de decaimiento rapido.
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Teécnicas serologicas y moleculares para el diagnéstico de X.
fastidiosa

DAS ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Para la deteccion de la
bacteria se empled esta prueba seroldgica (Clark y Adams, 1977) con reactivos de
AGDIA Inc-SRA 34503 en placas de poliestireno. De cada muestra se tomaron 500 mg
de trozos de peciolos y nervadura principal proveniente de hojas sintomaticas que luego
se mezclaron convenientemente para obtener una muestra homogénea. A continuacion,
el material fue molido con tampon de extraccion, siguiendo el protocolo propuesto por el
laboratorio (Anexo-Protocolo I). Por cada placa se utilizaron como testigos sanos
(controles negativos) 6 muestras provenientes de plantas de olivo mantenidas en
invernaculos bajo condiciones controladas y cubierta antidfidos, y como testigos
enfermos (controles positivos) una muestra de Aimogasta (La Rioja) y otra de Cruz del
Eje (Cordoba), previamente corroboradas en su diagnostico por técnicas seroldgicas y
moleculares. El sustrato utilizado fue TMB (tetrametil-bencidina) y la placa fue leida a
los 10 min (hasta observar coloracion en los testigos sanos), en un lector de ELISA BIO-
RAD a 655 nm de longitud de onda. La muestra fue considerada positiva cuando el valor
de absorbancia super6 dos veces la media de los testigos sanos (umbral de corte: 0.100

de absorbancia).

Anélisis Molecular. Extraccion del ADN y Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). En el caso de obtener lecturas cercanas al umbral de corte, pero sin
superarlo, para confirmar el diagnéstico las muestras fueron analizadas mediante pruebas
moleculares. En este caso, el ADN fue extraido mediante el protocolo de Murray y
Thompson (1980) modificado (Anexo-Protocolo II). Para determinar la calidad y
concentracion del ADN obtenido, se sembrd 1 ul del mismo, en un gel de agarosa al 1%
realizando su corrida en tampdn TAE 0,5X. Suscesivamente se tefiido con GelRed a una
concentracion de 2,5X, durante 15 min. Posteriormente, las imagenes fueron capturadas
en un equipo Bio-Rad mod: Universal Hool Il, EE. UU, observando la banda de ADN

bajo luz ultravioleta.
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Una vez corroborada la calidad y concentracion del ADN extraido, se determind la
presencia de la bacteria a través de la técnica de PCR convencional. Las muestras de ADN
fueron diluidas 1/15 en agua miliQ libre de nucleasas, debido a la cantidad de compuestos
fendlicos presentes en el olivo que pueden causar inhibicién en la reaccion dando un falso

negativo.

Para esta técnica, se empled un juego de cebadores generales para X. fastidiosa
RST31 y RST33 que amplifican la secuencia parcial del gen rpoD (Minsavage et al.,
1994) y otro especifico HL5 y HL6 para X. fastidiosa, que amplifican una parte del gen
de la proteina hipotética conservada-HL (Francis et al., 2006), siendo las bandas
esperadas de 733 y 221 pb, respectivamente (Tablas 2.2). En las tablas 2.3 y 2.4 se
detallan los reactivos de la mezcla de reaccion y las condiciones de amplificacion
respectivamente, para ambos juegos de cebadores (Tabla 2.5). Se tom6 una muestra
compuesta de cada planta con sintomatologia sospechosa haciendo un pool y analizando
el mismo. Los productos de PCR fueron corridos en geles de agarosa al 1,5% en tampén
TAE 0,5X, tefiidos con GelRed 2,5X, y visualizados bajo luz UV en el equipo
fotoanalizador de iméagenes Bio-RAD, Universal Hood I, adquiriéndose las imagenes de

los geles.

Tabla 2.2. Secuencia de cebadores empleados para PCR convencional con cebadores generales

y especificos para la deteccion de X. fastidiosa

Tipo Nombre Sentido Tamario Referencias
del cebador (5-3) (pb)

GCGTTAATTTTCGAAGTGATT Minsavage

Forward (for.) RSTS1 CGATTGC 733 etal, 1994

Reverse (rev.)
Forward (for.)
Reverse (rev.)

RST33 CACCATTCGTATCCCGGTG
HLS5 AAGGCAATAAACGCGCACTA
HL6 GGTTTTGCTGACTGGCAACA

221

Francis
et al., 2006
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Tablas 2.3. Concentraciones y volumenes de los reactivos para la preparacion de la
mezcla de amplificacion del protocolo de PCR convencional para la deteccion de X.
fastidiosa con los cebadores RST31/33

Reactivos Concentracidn final/reaccién
Tampodn 1X

MgCl» 2 mM

dNTPs 0,2 mM

Pr. RST31 0,5 uM

Pr. RST33 0,5 uM

Tag. DNA polimerasa 10U

ADN molde 2 ul

Tablas 2.4. Concentraciones y volumenes de los reactivos para la preparacion de la
mezcla de amplificacion del protocolo de PCR convencional para la deteccion de X.
fastidiosa con los cebadores HL5/HL6

Reactivos Concentracion final/reaccion
Tampon 1X

MgCl, 1,5 mM

dNTPs 0,2 mM

Pr.HL5 0,2 uM

Pr./HL6 0,2 uM

Tag. DNA polimerasa 10U

ADN molde 2 ul

Tabla 2.5. Condiciones de ciclado y tamafio de banda esperado para los
cebadores RST31/ RST 33y HL5/ HL6

N° T°C T°C T°C

Cebadores de ciclos desnaturalizacion hibridacién extension pb
RST31-RST33 40 95°C 30 55°C 30> 72°C 45 733
HL5-HL6 40 95°C 10> 60°C 15> 72°C 30 221

Meétodos de aislamientos y evaluacion de diferentes medios de
cultivos especificos

El aislamiento de X. fastidiosa, a partir de tejido vegetal de diferentes hospedantes,
comenzo en diciembre del afio 2015, probando distintas técnicas, algunas adaptadas a

partir de trabajos cientificos procedentes de aislamientos de bacterias fitopatdgenas de

40



Capitulo I1. Materiales y Métodos

otras especies vegetales como cafia de azlcar (Saccharum officinarum) (Iglesia Lozano,
2005) y cafeto (Coffea arabica) (Bergsma-Vlami et al., 2017). Se ensayaron cuatro
metodologias para el aislamiento de la bacteria, a partir de material vegetal de las
siguientes especies: almendro procedente de la provincia de Catamarca, naranjo de la
zona de Bella Vista, provincia de Corrientes y olivo de la localidad de Aimogasta,
provincia de La Rioja. Los materiales utilizados fueron previamente corroborados
positivos para la bacteria por DAS ELISA y por PCR empleando los cebadores generales

y especificos para X. fastidiosa, RST31/ RST 33 y HL5/ HL6 respectivamente.

a- El primer método que se desarroll6 fue el macerado de tejido vegetal de almendro
(aprox.1,5-3 g de peciolos y nervaduras principales) en morteros estériles con 1 ml de
tampén fosfato-succinato-citrato (SCP) 1g Na3C6H507 (citrato trisddico) y 1g de
NaOOCCH2CH2COONa (succinato disédico) por litro en tampon fosfato 0,015 M pH 7
o con tampon fosfato salino (PBS) 0.01 M pH 7,4 (Anexo-Protocolo I), para la liberacién
de la bacteria de los vasos xilematicos. Dichos materiales fueron previamente
desinfectados con etanol 70% durante 2 min e hipoclorito de sodio al 2,5% de la formula
comercial (55g CI/l) durante 4 min y posteriormente se efectuaron 5-6 enjuagues con agua
destilada estéril. Luego, se dejaron orear los trozos vegetales sobre papel de filtro estéril
durante 3-5 min, previo a su macerado, realizando todo el proceso bajo condiciones

controladas de esterilidad en cdmara de flujo laminar.
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Aquellos materiales que fueron suspendidos con PBS se incubaron durante 30 min
en agitacion continua, obteniéndose el ENC (extracto no concentrado). Del mismo, se
tomaron 50 ul colocandolos dentro de un eppendorf de 1,5ml. Posteriormente, fueron
sonicados a una frecuencia de 40 khz en diferentes tiempos (30, 45 y 60 seg), sembrando
en ambos casos sobre medio PW y BCYE (Figura 2.9).

Figura 2.9. Aislamiento de X.
fastidiosa a partir de peciolos
de almendro. Foto: P. Tolocka

b- El segundo método ensayado consistié en introducir 6-8 trozos de peciolos de
naranjo u olivo, previamente desinfectados de la manera que se describi6 anteriormente,
dentro de eppendorf 1,5 ml y centrifugar a 10.000 g durante 10 min. A continuacion, se
adiciond 50 ul de tampdn SCP y se homogeneiz6 obteniendo una suspension (Figura
2.10). Adicionalmente se reemplazé el tampon con NaCl (2,5%) o con agua destilada
esteril.

c- El tercer método consistié en cortar con bisturi estéril peciolos y nervaduras
principales de las especies anteriormente mencionadas (también previamente
desinfectados) en fragmentos muy pequefios de 2-3 mm de longitud, dentro de cajas de
Petri con 2 ml del tampdn SCP, dejandolo reposar durante 30 min (Figura 2.11).
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Figura 2.10. Proceso de aislamiento a Figura 2.11. Proceso de aislamiento de la
través de la centrifugacion de peciolos y bacteria mediante dilaceracion de tejido
nervaduras de olivo con X. fastidiosa. infectado de olivo. Foto: P. Tolocka

Foto: P. Tolocka

De cada suspension obtenida en las tres técnicas mencionadas previamente, se
tomaron 50 ul que fueron sembrados en placas de Petri con espéatula de Digralsky en tres
medios de cultivo especificos para esta bacteria: Periwinkle Wilt (PW) (Davis et al.,
1981a), Pierce Disease2 (PD2) (Davis et al., 1980) y Pierce Disease3 (PD3) (Davis et al.,
1981b). Las placas se incubaron en estufa a 28°C y se observaron cada 7 dias para detectar

el momento de aparicion de las primeras colonias de este patdgeno.

d- El cuarto método empleado fue adaptado a partir de un protocolo que permitio
realizar el aislamiento de la bacteria a partir de cultivares de Citrus sinensis (Coletta-Fihlo
et al., 2001). La misma fue utilizada con material de naranjo y olivo. Respecto a este
ultimo, se emplearon trozos de ramas del afio, de 0,5-1 cm de diametro, provenientes de
dos plantas enfermas de la localidad de Aimogasta, La Rioja. EI material vegetal fue
desinfectado con etanol 70% durante 2 min, luego con hipoclorito de sodio 3% durante 3
min y se realizaron tres enjuagues con agua destilada esteril, el procedimiento se llevd
adelante bajo camara de flujo laminar (Cariddi et al., 2014). Luego, a las ramitas se las
dej6 orear sobre papel estéril o fueron suavemente flameadas para su secado. A
continuacion, se cortaron ambos extremos con una tijera de podar estéril y se procedio a

presionar las ramitas con una pinza sobre el medio de cultivo agar de extracto de levadura
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y carbon tamponado (BCYE) (Wells et al., 1981), en placas de Petri que luego, se
incubaron a estufa a 28°C. (Figura 2.12).

Figura 2.12. Técnica de aislamiento de X. fastidiosa desde ramas de olivo cv.
Arauco. Fotos: P. Tolocka

En todos los métodos ensayados las cajas de Petri sembradas fueron examinadas
semanalmente con el microscopio estereoscopico Nikon SMZ-10, en busqueda de
colonias incipientes de 1-2 mm de diametro, convexas, transparentes y brillantes. Toda
colonia que apareci6 antes de los 15 dias fue eliminada del medio de cultivo y las que
aparecieron después de 25-30 dias fueron analizadas mediante PCR con los cebadores
mencionados anteriormente y repicadas en el mismo medio de cultivo para garantizar la
supervivencia y pureza de las cepas. Los cultivos bacterianos de las cepas aisladas se
almacenaron en medio liquido PW (almendro) y BCYE (olivo) con 30% de glicerol a -
80°C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Prospeccion de X. fastidiosa en las principales provincias
olivicolas de Argentina

De acuerdo a los relevamientos realizados en el periodo comprendido entre 2014 y
2021, X. fastidiosa fue detectada en las provincias de La Rioja, Cérdoba, Catamarca y
Buenos Aires (Figura 2.13). Respecto a esta Ultima provincia cabe consignar que las
muestras analizadas dieron positivas a través de pruebas seroldgicas DAS ELISA, pero
no fueron corroboradas por pruebas moleculares (PCR) debido al mal estado de las
mismas por la gran invasion de agentes responsables de la fumagina. En andlisis
posteriores realizados a partir de muestras enviadas por SENASA de Buenos Aires,
provenientes de fincas, inicialmente sospechadas de ser posivitas, no fue detectada la

bacteria. En la Tabla 2.6 se muestran los resultados obtenidos desde 2013 al 2021 de

plantas de olivo positivas a la X. fastidiosa en las principales provincias del pais.

Rio Negro

Figura 2.13. Distribucion de X. fastidiosa en las principales provincias olivicolas del pais
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Tabla 2.6. Prospeccion de X. fastidiosa en plantaciones de olivo de las principales

provincias productoras de olivo de Argentina (2013-2021)

Provincia/Departamento Dpto. Muestras Muestras Cultivares
analizadas  positivas y % de
plantas enfermas
La Rioja/Arauco Arauco 242 90 (37.2%) Arauco,
Manzanilla,
Picual,
Arbequina
Cordoba Ischilin/Cruz 91 36 (39.6%) Arauco,
del Eie Frantoio,
J Nevadilla
Oblonga
Catamarca 18 6 (33.3%) Arauco
San Juan 80 0 Arauc_o
Frantoio
Farga
Arbequina
Criolla
Changlot Real
Mendoza 114 0 Arauc_o
Manzanilla
Arbequina
Frantoio
Rio Negro 2 0 S/ID
Buenos Aires 21 14 (66.7%) Arbequina
TOTAL 568 146

En los sucesivos muestreos realizados en fincas de la localidad de Aimogasta, se

observo abandono de algunas plantaciones invadidas por malezas y a las que se le retird

el riego. En otros campos, se observo un marcado decaimiento de los olivares tradiciones

principalmente del cv. Arauco que se fue acentuando con los afios y que, con el tiempo,

el productor toma la decision de erradicar aquellas plantas improductivas. (Figuras 2.14.

A, By Figura 2.15).
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Figuras 2.14. A. Tocones de olivares que fueron cortados en una finca de la localidad
de Aimogasta. B. Secado de plantas en otra finca de la misma localidad. Fotos: P.
Tolocka
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Figura 2.15. Plantas con “Sindrome
de decaimiento rapido del olivo” en

-~ Aimogasta (La Rioja). Fotos: P.
- = Tolocka

En algunas plantaciones de la localidad de Cruz del Eje, provincia de Cordoba, se
observd la misma sintomatologia que la descripta en fincas de Aimogasta (Figura 2.16).
Sin embargo, en otros campos la situacion fue diferente, como es el caso de una finca
ubicada en la localidad de Las Playas (Dpto. Cruz del Eje), que estaba abandonada con
muchas malezas, sin embargo, las plantas del cv. Frantoio, no manifestaban este
decaimiento marcado como lo observado en Aimogasta.

De acuerdo a la sintomatologia observada y el material procesado en el laboratorio
se obtuvieron muestras positivas para la bacteria en hojas con abarquillamiento hacia el
envés, coloracion verde mate y necrosis apical y en los bordes del limbo, en materiales

provenientes de los diferentes montes olivareros relevados (Figura 2.17).
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Figura 2.17. Sintomas observados en hojas de plantas de olivo infectadas con la bacteria.
Fotos: P. Tolocka

Las malezas, plantas ornamentales y aromaticas relevadas en el 2017, del monte
ubicado en camino a Paso Viejo del Dpto. Cruz del Eje, resultaron negativas para X.
fastidiosa. La mayoria no manifestaba sintomas aparentes a los esperados a causa de este
patdgeno, aunque cabe considerar que, algunas especies de malezas huéspedes,

permanecen asintomaticas durante todo su ciclo bioldgico (EFSA, 2018).
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En el departamento de Chilecito, las 13 muestras analizadas de citricos, almendros
y ciruelos fueron negativas a la presencia de la bacteria. Sin embargo, en la zona de
Capital de ese Dpto. se detectaron 4 plantas de olivo positivas para X. fastidiosa, y en los

citricos no fue encontrado este patdgeno.

De acuerdo a las observaciones realizadas a campo, se menciona que el area
geografica mas critica donde se detectd un marcado declinamiento de los olivares fue
principalmente en Aimogasta donde se va acentuando la enfermedad con los afos, a
diferencia de lo observado en Cruz del Eje y Catamarca, ésto podria deberse a varias
causas, tales como: condiciones climaticas favorables para el desarrollo y propagacion
del patdgeno y susceptibilidad varietal (Purcell, 1997). En EE. UU, se ha mencionado
segun este autor, para el caso de la enfermedad Pierce disease en vid, hay mayor
prevalencia de la bacteria en zonas con inviernos suaves y temperaturas medias minimas
mayores a 4,5°C, considerando asi riesgo severo que se instale esta enfermedad. Si
extrapolamos esta informacion para nuestras zonas analizadas, segun datos de
temperaturas minimas medias de los meses de junio y julio de un periodo comprendido
de 50 afios extraidas de la Estacion Meteorolégica SMM y EEAS de INTA
(https://inta.gob.ar/sites/default/files/700_agromet.pdf), se obtuvieron registros de

temperaturas minimas medias de junio y julio en un rango de 0 a -2°C en las provincias
de Mendoza y San Juan, lo que explicaria el hecho de no encontrar este patdgeno en
ambas provincias. Una situacién diferente ocurre en Chilecito donde el rango de
temperaturas minimas esta entre 0 y 2 °C, en Aimogasta entre 2 a 4°C, en Poman y
Andalgald (Catamarca) el rango registrado a sido entre 0 a 2 °C y para Curz del Eje
(Cérdoba) de 4 a 6°C. Estos valores de temperatura sugieren un riesgo moderado y severo
de establecimiento de la bacteria para el NOA y centro del pais (Figuras 2.18 y 2.19) que

estaria fundamentado segun la escala propuesta por Purcell, 1997.
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Figura 2.18. Promedio de temperaturas Figura 2.19. Valores de temperaturas
minimas medias del mes de junio registrada minimas medias del mes de julio registrada
desde 1960-2011 de las Estaciones desde 1960-2011, extraidas de las Estaciones
Meteoroldgicas SMM y EEAS de INTA Meteorolégicas SMM y EEAS de INTA

El olivo es un cultivo cridfilo, que de acuerdo a sus exigencias bioclimaticas de
enfriamiento invernal estan adaptados a las bajas temperaturas y no toleran aumento de
las mismas. Se viene observando una tendencia de reduccion en la cantidad de horas de
frio (Damario, 1995), por lo que de esta manera se ve comprometida las necesidades de
frio invernal del cultivo durante el descanso vegetativo, lo cual perjudicaria el normal
desarrollo del cultivo favoreciendo la invasion de diversos patégenos. También el manejo
y las précticas culturales que se realizan en las fincas, como la prevalencia de malezas en
los entresurcos que pueden constituirse en reservorio de inodculo para el patdgeno y para
la multiplicacion del insecto vector transmisor de la bacteria (Trapero, comunicacion

personal, 2021) unido a la presencia de hospedantes susceptibles como el cv. Arauco,
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predisponen a la dispersion de la bacteria en dicho territorio. De las provincias relevadas,
Coérdoba y La Rioja proporcionaron los mayores valores de incidencia de X. fastidiosa
con el 41,4% y 32,2%, respectivamente.

Todas las muestras procedentes de los diferentes sitios de estudio que resultaron
positivas en los analisis por técnicas seroldgicas y moleculares, se correspondieron con
plantas de olivo que presentaban en hojas sintomas tipicos que serian atribuibles a los
inducidos por la bacteria como los mencionados anteriormente. Sin embargo, es
importante destacar que se analizaron muestras con los sintomas mencionados y las
misma resultaron negativas para la bacteria. Esto demuestra la importancia de realizar su
deteccidn en el laboratorio mediante diferentes técnicas de diagndstico utilizando por lo
menos dos técnicas alternas; mediante ELISA, PCR con al menos dos pares de cebadores
y PCR tiempo real (Granados et al., 2020). Lo anterior se debe a que los sintomas
inducidos por X. fastidiosa son considerados inespecificos y pueden ser también
atribuidos a otros agentes bioticos y/o abioticos (Vos et al., 2019). A su vez la gravedad
y el momento de aparicion de los sintomas difieren segin el cultivar de olivo, lo que
indica la reaccion diferencial de susceptibilidad o tolerancia en el hospedante (Saponari
etal., 2017).

Métodos de aislamientos y evaluacion de diferentes medios de
cultivos especificos

Se logro el aislamiento de cultivos bacterianos de X. fastidiosa desde una planta de
almendro procedente de Sumalao-Catamarca y de dos plantas de olivo provenientes de
Aimogasta (La Rioja), obtenidos a partir de diferentes medios de cultivo. El método de la
molienda de peciolos y nervaduras principales resultd mas adecuado para la obtencion de
cepas provenientes de almendro sembrado en medio PW, mientras que para olivo el
aislamiento se logro mediante impresiones realizadas en BCYE. Las cepas fueron
denominadas: ALM4 (almendro) aislada en febrero de 2016 y desde olivo OLI17A
(diciembre de 2017) y AM2-Angelina (mayo de 2018) procedentes de la zona Tiro

Federal 11 y La Merced, La Rioja, respectivamente. Se realizaron varios intentos para
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aislar la bacteria a partir de material sintomatico de citricos, pero las colonias obtenidas
no progresaron en los sucesivos repiques de los materiales provenientes de Bella Vista,

Corrientes.

El aislamiento desde almendro se logro en los medios PW, BCYE y PD3. En PW
se comenzaron a observar colonias a los 20 dias desde la siembra, en BCYE a los 15 dias
y en PD3 a los 22 dias, mostrando mayor y mas rapido desarrollo de colonias en
comparacion a las de olivo. Las colonias fueron muy pequefias, con un didmetro de 1-1,5

mm después de 3 semanas de incubacion a 28°C.

Respecto a olivo, las colonias de ambos aislamientos solo se desarrollaron mediante
impresiones efectuadas en el medio BCYE y fueron observadas a partir de los 34 dias
posteriores a la siembra. Con los otros metodos implementados no se pudo lograr el

aislamiento.

En relacion a la morfologia de las colonias de X. fastidiosa provenientes de ambas
especies vegetales, las mismas presentaron aspecto translicido, convexo y opalescente,
de borde circular, algunas con margenes enteros y otros levemente ondulados, de aspecto
superficial suave, de textura viscosa, de tamafio aprox. de 25 micras y carencia de
pigmentos. En PW, las colonias se observaron brillantes y translucidas, tomando el color
del medio (caramelo claro) (Figuras 2.20. A y B). Las que crecieron en BCYE

contrastaban con el medio negro (carbén) (Figuras 2.21. Ay B).

Figuras 2.20. A. Colonias de la cepa ALM4 de X. fastidiosa en medio PW, aisladas desde
almendro. B. Detalle de una colonia a mayor aumento en micras. Fotos: P. Tolocka
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Figuras 2.21. A. Colonias de la cepa OLI17A de X. fastidiosa en medio BCYE, aisladas
desde olivo. B. Observacion de colonias a mayor aumento en micras. Fotos: P. Tolocka

Para el aislamiento de este patdgeno, se debe tener en cuenta la época del afio, dado
que las condiciones ambientales influyen en la concentracién del mismo en la planta
(Landa et al., 2017). Los aislamientos realizados, a partir del material vegetal procedente
de dos diferentes momentos de muestreo (diciembre para OLI17A y mayo para AM2) en
el caso de olivo, y en febrero para almendro, fueron exitosos. Respecto a la morfologia
observada de las colonias aisladas en olivo resultaron con caracteristicas semejantes a las
que cita Cariddi et al. (2014).

Cabe resaltar que, en Argentina, éste es el primer trabajo donde se reporta el
aislamiento de X. fastidiosa a partir de plantas olivo (Tolocka et al., 2021). Para el caso
de olivo, el método de aislamientos para X. fastidiosa mas adecuado fue el de presionar
las ramitas y realizar impresiones sobre el medio BCYE. En esta especie vegetal, se probo
la técnica de molida, pero no dio resultado con ninguno de los medios mencionados
debido al alto nivel de contaminacion con hongos y otras bacterias procedentes
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de peciolos, nervadura principal y parte de parénquima foliar. Para almendro, la técnica

mas adecuada fue la molienda de material enfermo sembrado sobre PW, PD3 y BCYE.
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CONCLUSIONES

. — En nuestro pais, hasta el momento, X. fastidiosa se ha detectado en plantaciones
olivicolas de las provincias de La Rioja, Cérdoba, Catamarca y Buenos Aires. Este
patdgeno no fue detectado en las provincias de San Juan y Mendoza, ésto podria deberse
a las condiciones ambientales no son propicias para la multiplicacion de la bacteria y/o a

la ausencia del insecto-vector que la transmite.

. - Para Argentina este es el primer informe del aislamiento de cepas de X. fastidiosa
a partir de olivo OLI17A y AM2-Angelina y almendro ALM4 y. Las colonias aisladas a
partir de naranjos no crecieron en los repiques posteriores sobre diferentes medios de
cultivo probados.

- Hasta el presente, no se detectd la bacteria en plantas silvestres, ornamentales y

aromaticas aledanas en huertos infectados con la bacteria.

. - Debido a la importancia del patdgeno, en aquellas nuevas zonas a monitorear, el
analisis debe realizarse por lo menos con dos técnicas que pueden ser serolégica como
DAS ELISA y molecular como PCR convencional, empleando diferentes juegos de pares

de cebadores, para confirmar fehacientemente la presencia de la bacteria.

. - En olivo, el método de aislamiento méas adecuado fue el de presionar las ramitas
y realizar impresiones sobre el medio BCYE. En esta especie vegetal, se probo la técnica
de molida, pero no resultd en ninguno de los medios mencionados, debido al alto nivel
de contaminacion con hongos y otras bacterias procedentes de peciolos, nervadura

principal y parte de parénquima foliar.

. - Para almendro, la técnica méas adecuada fue la molienda de material enfermo
sembrado sobre PW, PD3y BCYE.

. - En relacion a las temperaturas medias minimas invernales registrados en las
principales zonas muestreadas, se destaca la importancia de que la bacteria no fue
detectada en las provincias de Mendoza y San Juan debido a que las condiciones

ambientales no son propicias para su establecimiento y dispersion.
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CAPITULO III

CARACTERIZACION MORFOLOGICA, BIOQUIMICA,
SEROLOGICA Y MOLECULAR DE CEPAS LOCALES DE
X. fastidiosa

INTRODUCCION

El diagnostico de agentes causales de enfermedades, de manera precisa y confiable,
es la base para la aplicacién exitosa de programas de produccion de material de
propagacion certificado (Batista et al., 2008) que garantice al productor que las plantas
con las que inicia su plantacion se encuentran libres de las enfermedades contempladas
en el programa, en particular aquellas que se trasmiten por métodos de multiplicacién
agamica. De alli, surge la necesidad de contar con herramientas que aseguren la identidad
de un determinado patgeno a través de su caracterizacion por medio de variadas técnicas

de laboratorio.

La microscopia electrénica es un pilar principal en la deteccién, ya que permite una
identificacion morfoldgica rapida y un diagnéstico diferencial de los diferentes agentes
contenidos en una muestra (Hazelton y Gelderblom, 2003). Esta técnica permite obtener
informacién diversa cuando se investiga un patdégeno nuevo o0 emergente, y en un
diagndstico de rutina es util para confirmar o incluso, en algunos casos, guiar el
diagndstico, por ejemplo, de una infeccion viral (Buitrago-Sierra et al., 2021.) A través
de la microscopia electrdnica, en el caso de los citricos es posible la deteccion de los virus
de la tristeza CTV, la psorosis (CPsV) y de la leprosis (CiLV), ademas de la bacteria X.
fastidiosa, Spiroplasma citri, Phytoplasma aurantifolia, Ca. Liberibacter sp, entre otros
patdgenos (Batista et al., 2008). Para la identificacion morfoldgica de un microorganismo
se realizan preparados permanentes para su observacion mediante microscopia

electronica. Existen diferentes técnicas de preparacion del material para la observacion

63



Capitulo I11. Introduccién

de un espécimen, entre los cuales se encuentran los preparados leaf-dip o preparados
rapidos (Kitajimay Nome, 1999) que permiten observar bacterias mediante el empleo del
microscopio electronico de transmision para determinar dimensiones, forma de la pared
celular y presencia o no de flagelos. También se emplean las técnicas de inmunoabsorcion
-ISEM y cortes ultrafinos, que permiten observar la forma y dimensiones de
microorganismos en estudio. Todas estas técnicas son de gran utilidad en virologia porque
son sencillas y rapidas de realizar; aungue el resultado depende de la concentracion de
particulas presentes en los tejidos vegetales, ya que cuando es muy baja la concentracion
del patdgeno, se corre el riesgo de no lograr su observacion en el material vegetal.

La técnica de cortes ultrafinos es considerada la méas idonea para la observacion de
bacterias a través del microscopio electrénico de transmision. Esta técnica es mas
compleja que las dos anteriormente mencionadas, porque requiere de mayor tiempo para
su ejecucion (entre tres y cinco dias aproximadamente) y entrenamiento y habilidad
(http://agro.unc.edu.ar/~fito/teoricos/ MICROSCOPIA%20ELECTRONICA.htm).

Examinar por secciones ultrafinas, es un procedimiento de mucho valor para detectar la

presencia de X. fastidiosa dentro de los tejidos y células, donde ademas de la forma,
tamafo y estructura se pueden observar alteraciones de la estructura normal de la célula
y/o inclusiones del mismo microorganismo. La produccion de vesiculas en la membrana
externa de la pared celular engrosada y ondulada de X. fastidiosa (que genera particulas
nanomeétricas de un lipido con el objetivo de transitar y propagarse mas facilmente por la
planta), le confiere una morfologia caracteristica cuya visualizacion en cortes ultrafinos
de los haces vasculares del xilema respalda otros analisis para su diagndstico (lonescu et
al., 2014).

El ciclo de vida de X. fastidiosa acontece una parte en los insectos vectores que
logran transmitirla y otra parte en el hospedante que infecta, donde puede o no ocasionarle
enfermedad. Segun Almeida, 2016 en primavera los insectos vectores de X. fastidiosa se
multiplican en las malezas. Luego, llegando el verano, las mismas se secan y los insectos
se dirigen a los arboles de olivo, transmitiendo la bacteria de un arbol infectado a otro

sano (Figura 3.1).

64


http://agro.unc.edu.ar/~fito/teoricos/MICROSCOPIA%20ELECTRONICA.htm

Capitulo I11. Introduccién

Spittiebug vectors transmit
the pathogen from infected
X fastidiosa to healthy trees

Dry weeds drive vectors
up infected trees during
summer/fall
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Figura 3.1. Ciclo de vida y transmision de X. fastidiosa al olivo (Almeida, 2016)

En hospedantes susceptibles como la vid, cuando la infeccion llega a ser sistémica
en las células conductoras del xilema, los elementos traqueales, desencadenan una
respuesta de oclusion en los vasos vasculares impidiendo la absorcion de agua por parte
de las raices. Las oclusiones a nivel de xilema se pueden visualizar mediante el empleo
de un microscopio confocal en modalidad de campo claro. La bacteria se multiplica y se
extiende ampliamente desde el sitio de infeccion habitando el xilema, donde las células
bacterianas se adhieren a las paredes de los vasos xilematicos, formandose las
biopeliculas. Estas consisten en conglomerado de células bacterianas dentro de una matriz
de diferentes biopolimeros extracelulares producidas por ellas mismas y adheridos a la
superficie de los haces vasculares, la biopelicula tapona el/los haces vasculares e impide
el traslado de agua y nutrientes por el tejido vegetal. La diseminacién sistémica del

patdgeno, esta limitada por las membranas de los haces xilematicos que pueden ser
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degradadas por enzimas del tipo poligalacturonasa producidas por la bacteria, y también
esta dispersion esta bloqueada por la produccion de tilosas y geles ricos en polisacaridos
producidas por las propias plantas como reaccion de defensa, que hace que los haces
vasculares del xilema se bloqueen después de la infeccion. Se desconoce adn, hasta qué
punto los sintomas de la enfermedad son causados por el bloqueo bacteriano directo de
los vasos, o por la oclusién derivada de la produccion de geles y gomas producidas por la
misma planta, pero se infiere que la respuesta de la misma esté directamente relacionada
con una elevada colonizacion bacteriana (Chatterjee et al., 2008). Con todo, hay
evidencias que el taponamiento de los vasos por si mismo no explicaria los sintomas por
Pierce disease-PD en vid. Algunos investigadores interpretan que determinados
compuestos presentes en la planta son los responsables del desarrollo de sintomas en vid
y no el estrés hidrico. No existe correlacion entre la poblacion del patogeno y el desarrollo
de sintomas, lo que sugiere que la obstruccion de los vasos xilematicos no es necesaria
para que la enfermedad se produzca. Sin embargo, la formacién de biopeliculas es
importante para la colonizacion de la planta e infectividad de por vida de los insectos
vectores adultos (Lopez et al., 2018).

La identificacion de una cepa bacteriana puede realizarse utilizando diferentes
procedimientos o pruebas de acuerdo a las caracteristicas del microorganismo y distintas
pautas en el momento de evaluar similitudes en relacion a otro. Tradicionalmente, las
primeras pruebas basicas que se realizan en el laboratorio para la identificacién de
bacterias son los llamados test o pruebas bioquimicas convencionales que tiene la
particularidad de determinar la actividad de una via metabdlica donde se generan
conjuntos de reacciones quimicas, a partir de la incorporacion de un sustrato en un medio
de cultivo que, en presencia de la bacteria, puede o no generar una reaccion gquimica
ocurriendo una transformacion en el medio de cultivo donde fue sembrado (Aracel y
Martinez, 2007). Estas pruebas permiten determinar las caracteristicas metabolicas de las
bacterias. Algunas son técnicas rapidas, preliminares, con observacion inmediata ya que
evallan la presencia de una enzima preformada, y su lectura varia entre unos segundos
hasta unas pocas horas. Otras pruebas (la mayoria) requieren un periodo de incubacion
previa de 18 hasta 48 hs para observar reacciones quimicas de componentes metabdlicos,

otros test evaltan la sensibilidad de un microorganismo al sembrarlo en un medio de

66



Capitulo I11. Introduccién

cultivo especifico que contiene un sustrato a metabolizar, pudiéndose observar reaccion
en forma répida luego de un periodo de incubacion de 2-6 hs; en general, se trata de
reacciones enzimaticas o pruebas convencionales modificadas mediante el empleo de
discos o tabletas comercializados con substratos cromogénicos para uso individualizado
(Olmos et al., 2010).

El nacimiento de la serologia para la identificacion de determinados patdgenos,
como los virus que afectan a los vegetales, comenzé con el descubrimiento de Beale en
1928 demostrando que las plantas infectadas por el Tobacco mosaic virus (TMV)
contenian un antigeno especifico diferente a los de la planta sana, cuando ambas savias
eran inyectadas en conejos diferentes. Posteriormente, Gratia en 1933, demostré que las
plantas infectadas con diferentes virus, contenian antigenos especificos diferentes y por
ultimo Chester en 1935 y 1936 demostrd que diferentes aislamientos de TMV y del PV X
podian ser distinguidos serol6gicamente (Hull, 2004). Actualmente, las técnicas mas
empleadas para la caracterizacion de X. fastidiosa son las pruebas seroldgicas y
moleculares. Las pruebas seroldgicas, consisten en la inmovilizacion en una fase solida
del antigeno o el anticuerpo, sobre el cual se adicionan de forma secuencial y previo
lavado para eliminar los elementos deficientemente fijados o no fijados, los demas
componentes de la reaccién. La presencia de la reaccion antigeno-anticuerpo se revela
mediante la adicion del sustrato especifico de la enzima y la consiguiente formacion de
productos coloreados, que permiten la evaluacién de los resultados de forma visual,
cualitativamente, o mediante la lectura de la absorbancia en un espectrofotometro (Batista
et al., 2008). Las pruebas inmunoenzimaticas denominadas ELISA “Enzyme linked
Immunosorbent Assay”, se vienen realizando desde la década de los 90. Son pruebas
consideradas de alta sensibilidad en un rango de 1-10 ng/ml, répidas ya que permite
obtener los resultados en pocas horas, masiva en el cual se pueden probar muchas
muestras simultdneamente, se emplea el extracto crudo o purificado y son poco
influenciadas por la morfologia del antigeno (Conci, 1999). Dentro de éstas, la mas
empleada es DAS ELISA (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay Double Sandwich
Antibody) que permite la identificacion de la bacteria a través de un anticuerpo especifico
o inmunologlobulina G-1gG que se fija a un soporte solido, luego se le adiciona el

antigeno que se quiere analizar; posteriormente se le agrega el mismo anticuerpo
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conjugado con una enzima y finalmente el sustrato correspondiente a la enzima empleada
(Nome et al., 1980).

A nivel molecular, la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa-PCR que se
basa en el principio de la complementariedad de las bases de los acidos nucleicos y la
capacidad de sintesis del ADN por parte de la enzima polimerasa, es la mas empleada
actualmente. Para la sintesis in vitro del acido nucleico de interés se emplean
oligonucleotidos cebadores que se unen a ambos lados en la cadena de nucle6tidos. Este
proceso se realiza mediante ciclos sucesivos de desnaturalizacion térmica del ADN, unién
de los cebadores a las secuencias complementarias y extension de la cadena de los
cebadores mediante la enzima ADN polimerasa termoestable. Esta técnica posee una
elevada fidelidad debido a la constante estabilidad de la Taq polimerasa durante la sintesis
de diferentes productos. La deteccion del ADN amplificado, puede realizarse mediante
electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida tefiidos con bromuro de etidio o nitrato
de plata, por hibridacién con sondas especificas marcadas o mediante ensayos
colorimétricos (Batista et al., 2008). Actualmente, se trata de emplear intercalantes de
pares de bases que no sean tan nocivos para el hombre (mutagénicos/cancerigenos) ni
contaminantes para el medio ambiente. Esta técnica molecular de alta fidelidad, permite
detectar a X. fastidiosa en bajas concentraciones, siendo mas sensible que las técnicas
seroldgicas, ya sea empleando cebadores generales como especificos para este patégeno
(Minsavage et al., 1994; Francis et al., 2006).

La hipotesis planteada para este capitulo fue: mediante técnicas basicas de
caracterizacion y en conjunto con pruebas serologicas y moleculares se pueden confirmar

la existencia de cepas de X. fastidiosa presentes en nuestro pais

El objetivo general fue comprobar la existencia de cepas de X. fastidiosa presentes
en nuestro pais a través de técnicas basicas de caracterizacion y en conjunto con pruebas

seroldgicas y moleculares.

El objetivo especifico fue caracterizar morfolégica, bioquimica, seroldgica y

molecularmente cepas locales de X. fastidiosa
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MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion morfolégica de X. fastidiosa mediante
microscopia electronica de transmision

Para la caracterizacion morfoldgica de la bacteria, se realizaron observaciones al
microscopio electrénico, a través de la técnica de cortes ultrafinos. Para ello se cortaron
pequefios trozos (3 x 2 mm) de material vegetal (peciolo, parénquima y nervadura
principal de hojas) sintomatico de olivo del cual se aislé la cepa OLI17A y de la planta
de almendro de la que se obtuvo el aislamiento ALM4. Los mismos fueron sometidos a
un proceso de fijacion con glutaraldehido (CsHgO2), que permitio detener los procesos
post-mortem del tejido vegetal para evitar los fendmenos autoliticos que llevarian a la
alteracion de los mismos, logrando su preservacion; y por ultimo se realizaron lavados
con agua destilada. También, se incluy6 un fragmento de un cultivo bacteriano en agar,
proveniente de almendro. El material de estudio fijado, fue infiltrado gradualmente con
resinas epoxicas de baja viscosidad (Spurr low viscocity) que no son miscibles en agua,
por lo que el tejido debe ser previamente deshidratado, eliminando el agua que se
encuentra en su interior permitiendo asi la penetracién lenta de la resina en el interior del
mismo. Finalmente, el material de estudio tratado, fue colocado en un molde conteniendo
resina pura nueva y en estufa a 70 °C por 48 hs para permitir la solidificacion de la resina

al polimerizar por accién del calor.

Se obtuvo un bloque compacto con el material incluido a partir del cual se hicieron
cortes ultrafinos (50-100 nm de espesor) con un ultramicrétomo Reichert-Jung. Los cortes
fueron contrastados con acetato de uranilo al 2% y citrato de plomo concentracion 0,7%
pH 12, para su observacion al microscopio electronico (Kitajima y Nome, 1999). Se
incluyeron controles tanto para los tejidos examinados (sanos vs. enfermos) como para
las repeticiones de los experimentos realizados. Los preparados se observaron al
microscopio electronico de transmision Jeol JEM EXII (Jeol, Tokio, Japdn) a
magnificaciones de 10.000 y 250.000X.
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Determinacion de la presencia de X. fastidiosa en los vasos
xilematicos a través de microscopia Optica confocal

Para observar la presencia de la bacteria en los vasos xilematicos de olivo, se
efectuaron cortes a mano alzada, de secciones de peciolos y nervadura principal de hojas
sintomaticas, sometiendo el material a luz UV durante toda la noche. Las secciones se
hidrataron en agua destilada, y posteriormente se tifieron con una solucion rojo de rutenio
al 0,005% durante 10 minutos. Este colorante tifie los glicopolisacaridos de la pared
celular bacteriana (De Benedictis et al., 2017). Posteriormente, los cortes se enjuagaron
en agua y se observaron en un microscopio Nikon Eclipse CS1 en modalidad de campo
claro, a un aumento de 200 y 400X. Las imégenes se adquirieron mediante el software

Nikon Elements. Esta metodologia solo se llevo a cabo en olivo infectado con la bacteria.

Caracterizacion bioquimica de X. fastidiosa

Se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas de acuerdo a los protocolos
establecidos por Harring (1998); Schaad et al., 2001; Voges and Proskauer (1898) y
Contreras et al. (2008): Tincion de Gram, Prueba de solubilidad en KOH, Test de
Catalasa, Test de Oxidasa y la Prueba del Metabolismo oxidativo-fermentativo de la

glucosa, respectivamente.

Identificacion de X. fastidiosa por técnicas seroldgicas y
moleculares

Las colonias empleadas para la caracterizacion morfologica y test bioguimicos,
fueron analizadas por DAS-ELISA con dos reactivos de Agdia, uno con enzima
peroxidasa y el otro con fosfatasa alcalina. El procedimiento fue desarrollado de igual
manera gque la mencionada en el Capitulo 2. Ademas, para corroborar la identidad de las
mismas, se empled la técnica de PCR con los cebadores generales RST31/RST33 y

especificos HL5/HL6 para X. fastidiosa, a partir de ADN extraido de las colonias aisladas,
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implementando el protocolo Murray y Thompson, 1980 modificado.
Posteriormente, los productos de PCR, empleando los cebadores RST31/RST33, fueron
purificados con el “kit PCR QIAquick” (Qiagen) y secuenciados mediante tecnologia
Sanger. Las secuencias obtenidas fueron depositadas en el genBank del National Center

for Biotechnology Information (NCBI).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion morfologica de X. fastidiosa mediante
microscopia electronica de transmision

En la observacion morfoldgica de la bacteria mediante microscopia electronica de
transmision (MET) fue posible determinar, a través de la técnica de cortes ultrafinos, la
presencia de células bacterianas sin flagelo ubicadas dentro de los vasos xilematicos de
peciolos infectados de olivo (Figuras 3.2. A, B y C). Las mismas presentaban forma de
bacilos rectos con su particularidad de pared celular ondulada y de morfologia y

dimensiones comprendidas entre 0,30 x 2,5 um, con diametro de 0,368 um, semejantes a

los descriptos en la bibliografia Landa et al. (2017) para X. fastidiosa (Figuras 3.3. A, B
y C).

Figuras 3.2. Observacion de X. fastidiosa
mediante  microscopia  electrénica  de
transmision.  A: Detecciéon de células
bacterianas dentro de haces xilematicos de
peciolos de hojas de olivo a un aumento de
X15000, B: Distribucion del patégeno en
varios vasos del xilema a X6000, C:
Determinacion de la  caracteristica
morfoldgica de los bacilos a X20000. Fotos:
Dra. Nome
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Figuras 3.3. A. Bacilos de X. fastidiosa presente en vasos xilematicos de hojas de olivo de la planta

OLI17A, observados por microscopia electronica de transmision. B. Detalles del bacilo a mayor
aumento. C. Bacilo de X. fastidiosa a mayor ag#ento determinando su diametro. Fotos: Dra. Nome
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En la caracterizacion morfoldgica de las células de X. fastidiosa, se observaron
dimensiones y caracteristicas fenotipicas semejantes a las indicadas en el trabajo de Wells
et al. (1981), donde se menciona que las mismas se presentan sin flagelo y en forma de
bacilos rectos de 0,25-0,35 x 0,9-3,5 pm.

Determinacion de la presencia de X. fastidiosa en los vasos
xilematicos a través de microscopia Optica confocal

En cortes de peciolo de olivo colonizados con la bacteria, se observaron mediante
la microscopia confocal oclusiones tipicas de la bacteria en algunos vasos xilematicos

completamente desarrollados. Esto no fue observado en las muestras de material vegetal

de olivo sano (Figuras 3.4. Ay B).

Figuras 3.4. Cortes transversales de peciolos de hojas de olivo en los cuales se observa los
vasos xilematicos. A: taponamiento de los haces vasculares en planta enferma con X.
fastidiosa OLI17A. B: vasos xilematicos de %lffnta sana. Fotos: Dr. Ortega
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Respecto a los taponamientos observados en los vasos xilematicos de material
vegetal infectado con la bacteria, no se puede inferir que los mismos sean ocasionados
por la produccion de biopelicula y/o la presencia del patdgeno, ya que se ha comprobado
que plantas infectadas por este patdgeno, dan una reaccion funcional por la invasion de
X. fastidiosa, produciendo gomas y pectinas. De Benedictis et al. (2017) en Italia, llevaron
a cabo estudios, demostrando que estas oclusiones estdn constituidas por tilosas y/o
pectinas producidas por respuestas fisioldgicas de la planta ante la infeccion, las cuales
no pueden diferenciarse de los posibles agregados producidos por la bacteria. En dicho
trabajo, compararon los cv. Ogliarola y Cellina Di Nardo, con el cv. Leccino, presentando
este Ultimo un comportamiento mas tolerante que los dos cv. mencionados anteriormente,
manifestando un menor nimero de oclusiones. En la enfermedad de PD en vid se ha
comprobado que la planta ocluye sus propios vasos xilematicos para frenar la dispersion
bacteriana dentro de la planta (Fritschi et al., 2008). Si bien De Benedictis et al. (2017),
no considera esta respuesta como un indicador de tolerancia/resistencia a la enfermedad,
podria ser tenida en cuenta para la seleccion de genotipos mas tolerantes a X. fastidiosa.
La obtencidn de materiales de mejor comportamiento frente a la bacteria es considerada
como la estrategia mas adecuada para el recambio varietal en olivares implantados con

cultivares sensibles, tal como ocurre con ‘Arauco’.

Caracterizacion bioquimica de X. fastidiosa

Los resultados obtenidos en las pruebas bioguimicas, mostraron que las células de
X. fastidiosa procedentes de material enfermo de almendro y olivo, fueron Gram (-). La
prueba de oxidasa resultd negativa, mientras que la solubilidad en hidréxido de potasio
(KOH) y de catalasa dieron positivas, observandose el hilo caracteristico que forma
cuando reaccionan el agua con el ADN liberado de la pared celular y la hidrdlisis que se
produce con el peroxido de hidrégeno (H202) o agua oxigenada, ocurriendo una
efervescencia rapida o burbujeo por liberacion de oxigeno gaseoso y agua. Tuvo, ademas,

un comportamiento de metabolismo aerobico estricto (no fermentativo), donde se observé
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la misma coloracion que la del control negativo (-) como Xanthomonas sp. (Figuras 3.5,
3.6, 3.7, 3.8, 3.9 y 3.10), coincidiendo con lo citado por Wells et al. (1981).

Figura. 3.5. Tincion de Gram de células bacterianas
de X. fastidiosa a partir de material vegetal infectado
de almendro ALM4

Figura. 3.6. Tincion de Gram de X.
fastidiosa procedente de olivo cepa

Figura 3.7. Prueba de solubilidad en Figura 3.8. Prueba de oxidasa de X. fastidiosa cepa
KOH para X. fastidiosa cepa OLI17A OLI17A en olivo
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Figura 3.9. Prueba de catalasa de la cepa OLI17A en olivo

Control (-) Control (-)
s/sembrar, c/Xanthomonas sp. Control (+)
c/aceite c/aceite Xylella fastidiosa JErwini
OLI17A ¢ 19 -
A claceite
c/aceite

Figura 3.10. Prueba del Metabolismo oxidativo-fermentativo de la
glucosa para X. fastidiosa en olivo

Identificacion de X. fastidiosa por técnicas seroldgicas y
moleculares

La identidad de las colonias aisladas, a partir de material infectado procedente de
almendro (ALM4) y olivo (OLI17A), fue confirmada por la técnica seroldgica DAS
ELISA y la prueba molecular PCR convencional. Respecto a la primera, se analizaron
colonias individuales con el kit comercial AGDIA resultando colonias positivas para X.

77



Capitulo I11. Resultados y Discusion

fastidiosa tanto con el empleo de la enzima peroxidasa como con la fosfatasa alcalina. A
su vez, fueron corroboradas positivas para la bacteria por PCR empleando los cebadores
RST31/33 (Minsavage et al., 1994) y HL5/6 Francis et al., 2006), tanto para colonias
provenientes de almendro como de olivo (Figuras 3.11 A, B; 3.12 A, B; 3.13 A, B; 3.14
A, B; 3.15). Con los productos de PCR purificados de los primeros cebadores empleados,
se obtuvieron las secuencias parciales del gen rpoD (factor sigma 70 de la RNA
polimerasa), posteriormente las mismas fueron depositados en el GenBank con los
siguientes nimeros de acceso: KX093246.1, KU724102.1, KT625424.1, KT625423.1,
KM206741.1, MT863563 confirmando asi la identidad de la bacteria en cada hospedante.

Figuras 3.11. DAS ELISA de colonias individuales de X. fastidiosa ALM4 procedentes de almendro
en placas de poliestireno observando reaccion positiva con las enzimas peroxidasa (A) y fosfatasa
alcalina (B)

Figuras 3.12. DAS ELISA de colonias individuales de X. fastidiosa cepa OLI17A procedentes de olivo
en placas de poliestireno observando reacciéon p8sitiva con las enzimas peroxidasa (A) y fosfatasa
alcalina (B)
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Las técnicas serologicas y moleculares empleadas para la identificacion de este
patogeno, resultaron muy satisfactorias ya que la mayoria de las colonias obtenidas
provenientes de los aislamientos realizados a partir de material infectado de almendro y
olivo, resultaron positivas en el diagndstico. Estas técnicas también fueron empleadas
para el diagnostico y confirmacion de la bacteria mediante protocolos empleados por la
EPPO (2018).

Ty 73'Jb

Agua TS 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 TE

Figuras 3.13. A y B. PCR convencional de colonias de Xylella fastidiosa proveniente de
almendro ALM4 con cebadores RST 31/33 para la bacteria. Calles 1 a 15 son colonias
obtenidas a partir de aislamiento de la misma planta. Las calles 4 y 6 dieron negativas. TE
(testigo enfermo), TS (testigo sano), Agua (control negativo), M (marcador de peso
molecular Ladder 100pb.)
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- e B e -‘-!’“
Agua TS C5 C6 C7 C8 C9 Ci10 TE

Figuras 3.14. Ay B. PCR convencional de colonias de Xylella fastidiosa OLI17A a partir de
olivo con cebadores RST31/33 para la bacteria. Calles Cl1 a la C10 son colonias de
aislamientos de la misma planta de olivo. La calle C8 dio negativa. TE (testigo enfermo), TS
(testigo sano), Agua (control negativo), M (marcador de peso molecular Ladder 100 pb.)
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Figuras 3.15. PCR convencional de colonias de Xylella fastidiosa OLI17A a partir de olivo
con cebadores HL5/HL6 para la bacteria. Calles C1 a la C4 son colonias de aislamientos de

la misma planta de olivo. TE (testigo enfermo), Agua (control negativo), M (marcador de
peso molecular Ladder 100 pb.)
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CONCLUSIONES

. - La morfologia de las células bacterianas obtenidas y las caracteristicas de los
bacilos observados mediante MET, aislados desde olivo y almendro, corresponden a X.

fastidiosa.

. - Con la microscopia Optica confocal se observé oclusiones en vasos xilematicos,
proveniente de material vegetal enfermo con X. fastidiosa. Sin embargo, con esta
microscopia de modalidad de campo claro no se puede diferenciar los posibles agregados
producidos por la bacteria de las gomas y pectinas que produce la planta como respuesta

fisioldgica por la invasion del patogeno.

. - Mediante las técnicas serologicas DAS ELISA y moleculares PCR con dos
juegos de cebadores generales y especificos para X. fastidiosa se confirmd la identidad

de las colonias aisladas desde almendro y olivo.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACION MOLECULAR DE X. fastidiosa
MEDIANTE LOS SISTEMAS DE TIPIFICACION
Multilocus Sequence Typing-MLST Y Variable Number of
Tandem Repeat Analysis-MLVA

INTRODUCCION

Desde hace tiempo X. fastidiosa fue considerada como una bacteria endémica del
continente americano debido a que la mayoria de las enfermedades ocasionadas por este
patégeno, procedian de América del Norte y del Sur (Baldi y La Porta, 2017). Se confirmé
que la bacteriosis causada por este patdgeno de la subespecie pauca fue hallada en Brasil
y en areas restringidas de Argentina, Paraguay y Costa Rica (Brlansky et al., 1991;
Hartung et al., 1994; Coletta y Machado, 2003; Aguilar et al., 2005). Sin embargo, en el
afio 2012 se produjo una primera alarma en Francia porque fue detectada en plantas de
cafeto (Coffea arabica y C. canephora), que procedian de Ecuador y México (Legendre
et al., 2014), eran plantas que se encontraban confinadas en invernadero y el brote fue
erradicado (ANSES, 2012; EPPO 2012; EFSA, 2015). Luego, en el afio 2013 se detecto
un foco de este patdgeno en la region de Apulia al sureste de Italia, siendo ésta su primera
cita en la Union Europea (Carlucci et al., 2013; Saponari et al., 2013; Loconsole et al.,
2014; Saponari et al., 2014), en arboles de olivo con sintomas de declinamiento subito y
quemado répido del borde de la hoja, ocasionando la enfermedad denominada Olive
Quick Decline Syndrome (OQDS), sintomatologia que se venia observando desde el afio
2010 (Saponari et al., 2017). Paralelamente, en Argentina, también a finales de 2013 fue

detectada por primera vez en plantaciones tradicionales de olivo (de més de 50 afios) en

86



Capitulo 1V. Introduccién

la localidad de Aimogasta, provincia de La Rioja (Roca et al., 2014). Posteriormente, fue
hallada en plantas de olivo de la localidad de Cruz del Eje, (Cordoba) y en las provincias
de Buenos Aires y Catamarca (Haelterman et al., 2015; Tolocka et al., 2017). En esta
ultima provincia, desde la década del 90 esta presente la bacteria en fincas de almendro,
y es considerada una problematica a nivel regional donde se observaban afios en los cuales
ocasionaba pérdidas productivas de relativa importancia y otros en los que mermaba su
incidencia (Nome, et al., 1992). En la misma década fue hallada en naranjos (Brlansky et
al., 1991) causando la Clorosis Variegada de los Citricos (CVC), esta es considerada
actualmente en Corrientes (Bella Vista) una enfermedad manejable por el productor,
habiendo afios de incidencia moderada y otros donde no se manifestaba por el adecuado
manejo que se lleva a campo (Canteros, B. I., com. pers. 2019). En relacion al cultivo de
olivo, actualmente es muy grave la condicion sanitaria, principalmente en las plantaciones
del cv. Arauco en el Dpto. Arauco, localidad de Aimogasta y en menor medida en Dpto.
Cruz del Eje (Tolocka et al., 2014; Paccioretti et al., 2015; Von Baczko et al., 2017).

X. fastidiosa fue encontrada en el afio 2017 plantaciones de almendro en Alicante y
en cerezo en las Islas Baleares, Espafia. En el afio 2016 y en el afio 2015 en plantas
ornamentales en la Isla de Corcega, Francia y norte de Portugal (Denance et al., 2017;
Olmo et al., 2017a; Olmo et al., 2017b; Morente et al., 2018; Gutiérrez Hernandez y
Garcia, 2018; Landa et al., 2019; CAGPDS-JA, 2020; Marco-Noales et al., 2021).

Existe variabilidad genética dentro de la especie X. fastidiosa por tal motivo se
propone dividirla en las siguientes subespecies: fastidiosa, pauca, multiplex, sandyi,
morus Yy tashke (Schaad et al., 2004; Schuenzel et al., 2005; Denancé et al., 2019),
diferenciandose entre si por sus perfiles genéticos. Sin embargo, solo fastidiosa y
multiplex han sido reconocidas como subespecies validas por el International Society of
Plant Pathology Committee on the Taxonomy of Plant Pathogenic Bacteria (ISPP-
CTPPB). Estas dos subespecies al igual que pauca fueron analizadas mediante estudios
de hibridacion de ADN-ADN (Bull et al.,, 2012). Las otras subespecies fueron
caracterizadas por el sistema de tipificacion multilocus de secuencias o “Multilocus
Sequence Typing” (MLST) (Yuan et al., 2010; Nunney et al., 2013, Denancé et al., 2017),

siendo éste uno de los métodos actualmente més empleado para la caracterizacion
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taxondmica y epidemiolégica de la bacteria (Denancé et al., 2017). En cepas de X.
fastidiosa se caracterizaron genes que exhiben altos niveles de conservacién o diversidad.
Los mismos son candidatos prometedores para futuros estudios funcionales dedicados a
investigar los mecanismos moleculares de la virulencia de la bacteria como es el caso de
X. taiwanensis que tiene amplias variaciones genéticas causando efectos devastadores

sobre la agricultura (Ling-Wei et al., 2021).

Dada la dificultad que presenta su aislamiento, la forma mas fiable y rapida de
realizar la caracterizacién taxonémica de este patdgeno es a través de diferentes
procedimientos moleculares. Con los MLST, se logra definir subespecies y asignar el
grupo genético o tipo de secuencia (SequenceType-ST) a cada aislamiento bacteriano. El
MLST estd basado en el andlisis comparativo de las secuencias de siete genes
constitutivos denominados housekeeping que cumplen funciones vitales en el ciclo de
vida de X. fastidiosa y que estan distribuidos por todo el cromosoma bacteriano,
definiendo un perfil alélico Unico para cada ST (Scally et al., 2005, Elbeaino et al., 2014;
Landa et al., 2017). Para la asignacion de los aislados a especie, subespecie,
caracterizarlos a nivel de subgrupo dentro de una subespecie (ST), o analizar la diversidad
genética, se pueden utilizar protocolos de PCR multiple especificos, analisis basados en
SSR, y anélisis filogenéticos de secuencias de la region 16S e ITS del ADNr, genes
conservados (MLST), o de genes influenciados por factores ambientales (MLST-E)
(Rodrigues et al., 2003; Scally et al., 2005; Schuenzel et al., 2005; Almeida et al., 2008;
Yuan et al., 2010; Parker et al., 2012; Retchless et al., 2014).

La mayor informacion de una cepa en estudio es obtenida mediante la secuenciacion
del genoma completo de la misma; sin embargo, para este analisis se necesita personal
gue sea altamente iddneo, requiere de mucho tiempo y es costoso, por lo que es poco
adecuado para secuenciaciones rapidas y a gran escala (Li et al., 2009). En cambio,
sistemas de caracterizacion basados en marcadores con una adecuada discriminacion
como la repeticion de secuencia simple (SSR), también conocida como repeticidn en
tandem de numero variable o multiples analisis locus (VNTR/MLVA), son interesantes
para analizar bacterias genéticamente homogéneas, donde el nimero de repeticiones

puede determinarse mediante amplificacion por PCR utilizando cebadores
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complementarios a las secuencias bien conservadas que flanquean las repeticiones en
tdndem. Este método es répido, facil de realizar, econdmico y altamente reproducible
(Van Belkum, 2007; Li et al., 2009). A su vez, el analisis MLVA ha sido adoptado por
microbidlogos para estudiar la estructura de la poblacion de varios patdgenos bacterianos
humanos y animales, como Mycobacterium tuberculosis, Yersinia pestis, Staphylococcus

aureus, Salmonella typhimurium y Mycobacterium bovis (Lindstedt, 2005).

La herramienta MLVA para X. fastidiosa, tiene como objetivo la blusqueda de
variabilidad genética que es observada a través del polimorfismo definido por el perfil de
bandeo entre cepas de la bacteria, buscando loci o fragmentos de secuencias simples-SSR
repetidos en tandem, detectando diferencias o variabilidad genética entre cepas
bacterianas, incluso dentro del mismo ST. Estas diferencias estan dadas por repeticiones
cortas en tdndem de nucledtidos que comprenden secuencias repetitivas cortas que estan
por fuera de las regiones de codificacidn de genes presentes en el genoma completo de la
bacteria. Involucra el empleo de una mezcla de cebadores tradicionales y/o marcados que
muestran amplificaciones especificas. Con estas diferencias se podria explicar la
prevalencia de una cepa a nivel regional, cual es su origen realizando un estudio
epidemioldgico de la enfermedad en un determinado hospedante, conociendo la genética
y la gendmica de las cepas asociadas a las infecciones localizadas (Landa, comunicacién

personal. 2019).

Con los cebadores microsatélites-SSR se busca profundizar los estudios géneticos
sobre este patdgeno vinculados a la diversidad de la estructura genética de poblacién de
la 0 las cepas presentes en nuestro pais y su evolucion en el tiempo. Es una herramienta
molecular atil para diferenciar poblaciones de este patdgeno. Fue aplicado con éxito a
diferentes subespecies de X. fastidiosa de varios huéspedes vegetales (Mazzaglia et al.,
2020). Esto resultaria de relevancia para analizar el riesgo de X. fastidiosa en una
determinada zona productiva y poder llevar a cabo estrategias adecuadas de contencion y
determinar el posible origen y control de la epidemia (Giampetruzzi et al., 2018). Los
cebadores tradicionales marcados con un fluoréforo y sin marcar fueron los primeros

empleados para detectar variabilidad genética entre cepas de X. fastidiosa de diferentes
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hospedantes como de cafeto, citrico y olivo (Coletta-Filho et al., 2001; 2002; Lin et al.,
2005; Coletta-Filho et al., 2017).

Con el objetivo de inferir correlaciones genéticas, con cepas conocidas de la
bacteria de nuestro pais con las existentes en otras regiones geograficas, se podria
determinar como ocurrieron los brotes de la enfermedad descubiertos inicialmente y los
que surgieron posteriormente, pero para ello se necesitan analizar muchas muestras. Con
El empleo de microsatélites permite aumentar el conocimiento sobre: 1) la estructura
genética de las poblaciones de X. fastidiosa presente en una determinada region y 2) su
evolucion en el tiempo, que puede ser de importancia critica para la evaluacién del riesgo
de plagas y para desarrollar estrategias apropiadas para la contencion y el control de la
epidemia. De esta manera es posible llevar a cabo estudios microevolutivos y
epidemioldgicos de la enfermedad causada por la bacteria (Lin et al., 2005).

Para este tipo de estudios de caracterizacion molecular (MLST/MLVA),
particularmente Util para la deteccién de infecciones a gran escala y para el
fortalecimiento de las medidas de contencidn, es requisito fundamental partir de ADN de
calidad, extraido de tejidos infectados de diferentes plantas hospedantes. En Argentina,
en los cultivos de almendro, citrico y olivo habia un total desconocimiento sobre las
subespecies de X. fastidiosa presente en estos frutales.

La hipotesis planteada para este capitulo fue: La subespecie de X. fastidiosa
encontrada en olivos de Argentina es la misma que esta presente en citricos y almendros

de nuestro pais

De la misma, se desprende como objetivo general, caracterizar la subespecie de X.
fastidiosa encontrada en plantas de olivo, almendro y citricos, y producir reactivos

serologicos para su deteccion

El objetivo especifico fue caracterizar molecularmente cepas y extractos vegetales
infectados con X. fastidiosa mediante los sistemas de tipificacion Multilocus Sequence

Typing-MLST y Multilocus Variable Number of Tandem Repeat Analysis-MLVA.
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MATERIALES Y METODOS

DESCRIPCION DEL SISTEMA DE TIPIFICACION MLST
Y ANALISIS FILOGENETICO

Mediante el sistema de clasificacion multilocus de secuencias, se caracterizaron dos
cepas de X. fastidiosa, provenientes de olivo (Aimogasta, La Rioja) y otra de almendro
(Sumalao, Catamarca). También, se incluyeron en dicha caracterizacion cinco ADNs
extraidos de plantas de olivo y uno de citrico infectados con la bacteria (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Suspensiones bacterianas y materiales vegetales caracterizados a través del sistema de
clasificacion MLST

Denominacién Material del cual Hospedante Origen/Provincia/Dpto. Afo en que se
se realizo . )
| N /localidad analizaron los
a caracterizacion
materiales
OLI 17A colonia olivo La Rioja/Arauco/Aimogasta/Tiro 2015-2016
bacteriana pura Federal Il
ALM4 colonia almendro Catamarca 2016
bacteriana pura
CITRIL1 material vegetal naranjo Corrientes/Bella Vista 2016
CE1 material vegetal ;. Cordoba/Cruz del Eje/San Isidro 2017
CATAl material vegetal olivo Catamarca/Poman 2018
AM2-Angelina colonia olivo La Rioja/Arauco/Aimogasta/ 2019
bacteriana pura La Merced
MF4 P1 material vegetal olivo Cordoba/Dpto. Cruz del Eje/ 2021
Camino a Paso Viejo
oLV material vegetal olivo Cordoba/Capital 2021
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MF9 P4 material vegetal olivo Cordoba/Dpto. Cruz del Eje/ 2021

Camino a Paso Viejo

La extraccion de ADNSs provenientes de los extractos de plantas enfermas se
realizaron siguiendo el protocolo descripto por Murray y Thompson (1980) (Anexo-
Protocolo 1), para lo cual se utilizaron 100 mg de peciolos y nervaduras principales. En
el caso de las colonias bacterianas puras se emple6 directamente suspension de colonias
de X. fastidiosa, tomando un loop bacterial con el empleo de un ansa de Kolle, que fue
suspendido en 50 ul de agua miliQ libre de nucleasas, obteniéndose la suspension
bacteriana para ingresar a las pruebas moleculares. A continuacion, el procedimiento fue
el siguiente: mediante PCR, se realiz6 por duplicado la amplificacion de los sietes genes
involucrados (leuA, petC, malF, cysG, holC, nuoL y gltT) (Yuan et al., 2010) en el sistema
de caracterizacion MLST (Tablas 4.2, 4.3y 4.4).

Tabla 4.2. Protocolo PCR vy ciclado para X. fastidiosa con cebadores de los siete genes
housekeeping-MLST

Reactivos Concentracion Concentracion Cantidad de
final /reaccion  de reactivo  reactivo/reaccion (ul)

Tampon Promega 1x 5X 5ul

MgCl, 2 mM (0,5 mM) 25mM 0,5 ul
dNTPs 0,1 mM smM 0,5 ul
Cebador for de cada gen 0,3 uM 3 uM 2,5 ul
Cebador rev de cada gen 0,3 uM 3 uM 2,5 ul
Tag. DNA Polimerasa Promega 10U 5U/ul 0,2 ul
ADN molde 2 ul
AGUA sin nucleasas c.s.p. 25 ul 11,8 ul

Tabla 4.3. Ciclado para X. fastidiosa con cebadores de los siete genes housekeeping-MLST

Etapas T°C  Tpo Ciclado
Desnat. inicial 94 4 min.

Desnat. 94 45 seg.
Hibridacién (T° Anneling) 30 seg. Cﬁgs
Extension 72 1min.

Extension final 72 5min.
Mantenimiento 12 24hs
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Tabla 4.4. Cebadores empleados en el PCR para la caracterizacion por el sistema de tipificacion
multilocus de secuencias o Multilocus Sequence Typing (MLST), tomado de Yuan et al. (2010)

Gen Secuencia de los cebadores Tamafo Funcion
(pb) bioguimica
holC  for,5° ATGGC ACGCG CCGAC TTCT 3’ 379 Replicacion
rev,5 ATGTC GTGTT TGTTC ATGTG CAGG 3’
nuoL  for, 5 TAGCG ACTTA CGGTT ACTGG GC 3’ 557 ReSpirSCié”
aeropica
rev,5 ACCAC CGATC CACAA CGCAT 3’
gitT  for, 5 TCATG ATCCA AATCA CTCGC TT 3 654 Transporte de
aminoacidos
rev,5 ACTGG ACGCT GCCTC GTAAA CC 3’
0YSG  for,5° GCCGA AGCAG TGCTG GAAG 3 600 Biosintesis de
hemo porfirina
rev,5 GCCAT TTTCG ATCAG TGCAA AAG 3’
PEIC  for, 5 GCTGC CATTC GTTGA AGTAC CT 3’ 533 TfaIHSEJOfte de
electrones
rev,5 GCACG TCCTC CCAAT AAGCC T 3’
leUA  for,5' GGTGC ACGCC AAATC GAATG 3 708 Biosintesis de
aminoacidos
rev,5 GTATC GTTGT GGCGT ACACT G 3’
malF  for, 5 TTGCT GGTCC TGCGG TGTTG 3’ 730 Transporte de

rev,5° GACAG CAGAA GCACG TCCCA GAT 3

carbohidratos

Los productos de PCR fueron corridos en gel de agarosa al 1,5% mediante

electroforesis. En el fotoanalizador de imagenes BIO-RAD modelo Universal Hood 11,

USA, se observo si la amplificacion de la banda esperada de cada gen era de calidad. Los

productos fueron purificados usando el “kit PCR QIAquick” (Qiagen), siguiendo las

indicaciones descriptas por el proveedor, y luego secuenciados en la Unidad de Gendmica

CICVYA-INTA-Castelar, mediante secuenciacién Sanger, empleando los iniciadores

correspondientes de cada gen.

Las secuencias de cada locus fueron como primera medida, analizadas evaluando

su calidad a traves del cromatograma del programa bioinformatico Chromas Lite 2.0.1

(http://technelysium.com.au/wp/chromas/). Posteriormente, fueron alineadas y editadas
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(en el caso que fuera necesario) mediante el programa BioEdit version 7.2

(https://bioedit.software.informer.com/). Luego, se realizd la confrontacion de las

secuencias obtenidas con las secuencias de los siete loci presentes en la base de datos de
MLST de Xylella fastidiosa (https://pubmlst.org/xfastidiosa/) definiendo su grupo

genético o ST de la combinacion de los siete alelos (Figura 4.1).

PCR Sequencing Allele assignment Sequences type assignment
I _ leuA
petC
—’ WA ANA'ATA T
| . malF .
cysG \f | 7-6-7-9-23-8-8
— *
IARA'A'ARRNE -
I holC A ST =
I nuoL
gitT Bl A
e
gDNA PCR Allele Allelic Sequence
products sequences profile type

Figura 4.1. Esquema del procedimiento del sistema MLST para definir el ST. Los loci
se amplifican mediante PCR, se secuencian y a cada secuencia se le asigna un nimero
de alelo, y la combinacién Unica de los alelos determina el ST. Adaptado de
https://www.hsph.harvard.edu/william-hanage/home/mlst/

Con la informacion obtenida, se construyd un arbol filogenético partiendo del
alineamiento de las secuencias realizado con Clustal W (Tompson et al., 1994), utilizando
el método Neighbor-joining de Saitou y Nei (1987), con un valor de bootstrap de 1000
repeticiones (Felsenstein, 1985) mediante el programa MEGA versién 6.0 (Tamura et al.,
2013). En dicho analisis se incluyeron los STs de X. fastidiosa subsp. pauca mas

emparentadas a los STs en estudio.
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Desarrollo del sistema de caracterizacion MLVA

Microsatélites con cebadores disefiados para la cepa CoDIiRO

Esta técnica fue realizada en el Instituto de Agricultura Sostenible-1AS dependiente
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas-CSIC en Cordoba, Esparia, bajo la
supervision de la Dra. Blanca M. Landa del Castillo y la Biol. Concepcion Olivares
Garcia. Se considera un complemento mas, ademas de los MLST, para realizar un estudio
en profundidad sobre la caracterizacion de las cepas presentes en nuestro pais. El
procedimiento fue el siguiente: se realizaron PCR convencionales en placa, con doce

juegos de cebadores combinados en tres grupos:
- MP1: COD_4, COD_6h, COD_9, COD_10

- MP2:; COD_14, COD_16, COD_17, COD_25
- MP3: COD_8, COD_18, COD_20, COD 22

El cebador sentido forward-for. de cada juego estaba previamente unido a uno de los
siguientes fluoroforos: ATTO550, ATTO 565, 6FAM, BO530. Los cebadores fueron
disefiados para la cepa CoDIiRO (X. fastidiosa subsp. pauca) por investigadores italianos
(datos no publicados Landa, com. pers., 2019). Las reacciones de PCR y ciclados fueron
realizados siguiendo el protocolo de la EPPO (2018) (Tablas 4.5, 4.6 y 4.7). En este
estudio fueron analizadas las cepas OLI17A (olivo), AM2-Angelina (olivo) y ALM4
(almendro) de nuestro pais, cuyo ADN fue previamente purificado mediante el kit
QIAquick PCR Purification (Qiagen GMBH). Junto a las anteriores se analizaron otras
27 muestras procedentes de la region de Apulia al sur de Italia. Las placas donde se
sembraron los materiales de Italia y los de Argentina, correspondieron a la matrix G5,
empleando el marcador molecular de Thermo Scientific 0"GeneRuler DNA Ladder LIZ

500 pb (0,1 pg/ul). La concentracion de los componentes de la PCR fue similar en las tres
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combinaciones (MP1, MP2 y MP3). Los tamafios méximo y minimo de los fragmentos

esperados fueron de 600 y 100 pb, respectivamente.

Tablas 4.5. Combinaciones y fluor6foro de cada grupo de cebadores MP1/MP2/MP3

Cebadores Fluordéforo Denominacion
COD_4 6FAM

COD 6b BO530 E
COD_9 ATTO550 2
COD_10 ATTO565

COD_14 6FAM

COD_16 BO530 E
COD_17 ATTO550 2
COD_25 ATTO565

COD_8 6FAM

COD_18 BO530 (9P
COD_20 ATTO550 %
COD 22 ATTO565

Tablas 4.6. Protocolo de PCR con el grupode  Tablas 4.7. Ciclado con el grupo de cebadores
cebadores MP1 para la cepa CoDiRO segln MP1 para la cepa CoDiRO segun EPPO (2018)
EPPO (2018)

Componentes del PCR (MP1) Etapas T°C Tpo  Ciclado

Cl{eM) Cf (pM) 1X (1) Desnat. inicial 94 2 min.

H,O 3.1 D?sn_at. 3 94 30 seg.
2 Master Mix 2X 1 75 Hibridacion — 5g/64 30 seq.  x 35 ciclos

(T° Anneling)

10 COD-F (COD-4) 0.2 03 Extension 72 45 seg.
10 COD-R (COD-4) 02 0.3 Extension final 72 7 min.
10 COD-F (COD_6b) 0,2 0,3 Mantenimiento 12 o
10 COD-R (COD_6b) 0,2 03
10 COD-F (COD_9) 0,2 0,3
10 COD-R(COD_9) 072 03
10 COD-F (COD_10) 0,2 03
10 COD-R (COD_10) 0,2 0,3

DNA 2

Vol final 15 pl
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Los productos de PCR fueron secuenciados por electroforesis capilar (CE) para
estimar con precision el tamafio de los amplicones. Consistio en sembrar cada muestra en
un capilar, observando los picos de diferentes colores segun el fluoréforo empleado. Asi,
el electroferograma de la CE de cada grupo de cada muestra indica los perfiles genéticos
de las mismas, permitiendo observar variabilidad genética (polimorfismo) entre las cepas
bacterianas estudiadas y a través de los softwares Bionumerics o Peak scanner 2.0,
informando directamente los tamafos de los fragmentos amplificados mediante los picos
obtenidos de cada muestra analizada. Para este estudio se empled el primer software
mencionado. La CE es una tecnologia basada en la separacion de fragmentos idnicos por
tamafio, utilizando un analizador génetico. En Thermo Fisher Scientific CE, se utiliza una
inyeccion electrocinética que introduce fragmentos de ADN de la solucion y en cada
capilar. Durante la electroforesis capilar, los productos de extension de la reaccion de
PCR, entran en el capilar como resultado de la inyeccion electrocinética. Luego, una alta
carga de voltaje es aplicada a cada muestra obligando la movilidad de los fragmentos
cargados negativamente en cada capilar. Los productos de extension estan separados por
tamafio en funcion de su carga total. La movilidad electroforética de cada muestra puede
verse afectada por las condiciones de ejecucion como: tipo de tampdn, concentracion y
pH; la temperatura de ejecucion; la cantidad de voltaje aplicado; y el tipo de polimero
utilizado. Poco antes de llegar al electrodo positivo, el ADN de los fragmentos marcado
con fluorescencia, separados por tamafio, se mueven a lo largo de la trayectoria de un
rayo laser que hace que los colorantes adheridos a los fragmentos emitan fluorescencia.
Las sefiales del colorante fluorescente, se separan por un sistema de difraccion, y una
camara CCD detecta la fluorescencia. Con este proceso se visualiza con mayor exactitud
las secuencias o el niUmero de repeticiones en tdndem en cada locus, restando el tamafio
de las regiones flanqueantes del tamafio del amplicon y dividiendo el resto por la longitud
de la unidad de repeticion
(http://www.niboch.nsc.ru/lib/exe/fetch.php/sequest/foruser/dna_fragment_analysis_by

capillary_electroforesis.pdf).
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Microsatélites con cebadores tradicionales

También para el andlisis de los microsatélites de nuestros materiales, se consider6 de
importancia realizar otros ensayos con cebadores tradicionales propuestos por Lin et al.,
(2005) y Coletta Filo et al. (2001). EI nimero de repeticiones en tindem que corresponde
a cada juego de cebadores, define la variabilidad. Por ejemplo: si una cepa presenta dos
repeticiones y otras cinco repeticiones con el mismo juego de cebadores, son cepas
diferentes. Con las mismas muestras anteriores, a partir de trece cebadores tradicionales
se realizaron los PCR convencionales en placas como las mencionadas anteriormente
(Tablas 4.8, 4.9 y 4.10).

Tabla 4.8. Microsatélites-SSR con cebadores tradicionales

Cebadores Secuencias de los cebadores Denominacion
(ORF)
SSR20 for, 5 ATGAAGAAGCCAGGATACAT 3’ ARN polimerasa
rev, 5> GCTACACGTGCAACAAC 3’ gen de la
subunidad B
(rpoB)
SSR40 for, 5 ACCTTGACGACGGATG 3’ ARN polimerasa
rev, 5 TAGGAACTGCTGCTACTGAT 3’ gen de la
subunidad B
(rpoB)
CSSR7 for, 5 CACAGCGAACAGGCATTG 3’ Fosfatasa
rev,5° AGCAACCAAGACGGGAAC 3’ alcalina
CSSR13 for, 5 CAATGTCACTCAGGTCAG 3’ Proteina
rev, 5 TTCTGGAATACATCAAATGC 3’ hipotética
CSSR20 for, 5 GGTATCGCCTTTGGTTCTGG 3’ Fosfoglicolato
rev,5° GACAACCGACATCCTCATGG 3’ fosfatasa
ASSR12 for, 5 TGCTCATTGTGGCGAAGG 3’ Fructosa-
rev,5° CGCAACGTGCATTCATCG 3’ bifosfato
aldolasa
SSR28 for, 5 TCAAGCACACTTCCTACG 3’ ARN polimerasa
rev, 5 GCAACGCTGTTATCTCAAT 3’ gen de la
subunidad B
(rpoB)
CSSR6 for, 5 CGCACTGTCATCCATTTAATC 3’ Proteina
rev,5° GCTGCTTCATCTAGACGTG 3’ hipotética
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CSSR10 for, 5 GCAACCACAAAGCCGCAG 3’ ARNt/ARNr
rev, 5 AGCACCTCTTAGCATCACTGG 3’ metilasa

CSSR17 for, 5 AGAAGTATTCGCTACGCTACG 3’ Hidroxiacilgluta
rev, 5 GGTGATGATTCAGTTGGTGTTG 3’ tion hidrolasa

ASSR9 for,5° GGTTGTCGGGCTCATTCC 3’ 50S proteina
rev, 5 TTGTCACAGCATCACTATTCTC 3’ ribosomal L13

OSSR17 for, 5 AGTACAGCGAACAGGCATTG 3’ Proteina del
rev, 5 AGCAACCAGGACGGGAAC 3’ ciclo celular

GSSR7 for, 5 ATCATGTCGTGTCGTTTC 3’ Ninguna
rev, 5 CAATAAAGCACCGAATTAGC 3’ codificacion

Los cebadores SSR20, SSR28 y SSR40 estan basados en la secuencia del genoma de la cepa de X. fastidiosa
9a5c¢ de Citrus sinensis (Coletta-Filho et al., 2001). Los demés cebadores fueron disefiados a partir de cepas
de laurel de adorno, citrico, almendro y vid. La definicion de marco de lectura abierto (ORF) se refiere al
gen en el que se encuentra el locus SSR o cerca de él (Lin et al., 2005)

Los productos de PCR se corrieron en gel de agarosa al 2%, sembrando 5 pl de
loading y 7 pl de producto de PCR. Los 8 pl restantes del producto de PCR con los
cebadores fueron enviados al Servicio de Analisis de Fragmentos de la empresa
STABVIDA (infoSTABVIDA) para su secuenciacion por la tecnologia Sanger. Las
secuencias obtenidas fueron analizadas y alineadas con los programas DNAStar o
Bioedit, observando segmentos de nucle6tidos que se repiten en tandem, contabilizando
las repeticiones obtenidas, diferenciando asi las cepas de acuerdo a la cantidad de

repeticiones.

Tabla 4.9. Protocolo de PCR y ciclado con los cebadores SSR tradicionales de Lin et
al. (2005) y Coletta-Filho et al. (2001)

Reactivos Concentracion Concentracion de Cantidad de
final /reaccién reactivo reactivo/reaccién (ul)
Tampoén 1x 10X 25
MgCl; ImM 25 mM 1,0
dNTPs 0,2 mM 5mM 1,0
Cebador for 0,5 uM 25 pmol/pl 0,5
Cebador rev 0,5 uM 25 pmol/pl 0,5
Tag. DNA polimerasa 10U 5 U/ul 0,2
Promega
ADN molde 1
AGUA sin nucleasas 18,3
c.s.p. 25 ul
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Tabla 4.10. Ciclado con los cebadores SSR tradicionales de Lin et al. (2005) y Coletta-Filho et
al. (2001)

Etapas T°C Tpo Ciclado
Desnat. inicial 94 5 min.

Desnat. 94 30 seg.
Hibridacion x 35

(T° Anneling) 60 30 seg. ciclos
Extension 72 1 min.

Extension final 72 7 min.
Mantenimiento 12 o

Con las secuencias obtenidas de los cebadores tradicionales se construyé un arbol
filogenético partiendo del alineamiento de 4 secuencias nucleotidicas. La historia
evolutiva se infiri¢ utilizando el método Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987) que fue
el que mejor se ajusto para este estudio. Las distancias evolutivas se calcularon usando el
método de Méxima Verosimilitud Compuesta (Tamura et al., 2004) y los analisis

evolutivos se realizaron mediante el programa MEGA version 11 (Tamura et al., 2021).

También se utilizaron combinaciones de 2 y 4 cebadores tradicionales, a fin de
observar mayor polimorfismo entre nuestras cepas dentro de un mismo tipo de secuencia-

ST de acuerdo a los siguientes grupos:

-RP1: CSSR6/CSSR7/CSSR10/ASSR9 (250-300pb.)
-RP2: CSSR17/CSSR20/GSSR7/0OSSR17 (200-300pb.)
-RP3: CSSR7/CSSR10 (204-258 pb.)

-RP4: CSSR6/CSSR20 (244-283 pb.)

Otro ensayo realizado consistio en emplear solamente la combinacion de los
cebadores RP3 (que tuvo mejor respuesta), siguiendo el mismo protocolo citado
anteriormente. El procedimento fue el siguiente: de un total de 30 muestras de olivos

infectadas con la bacteria procedentes de fincas de La Rioja, Cordoba y Catamarca, se
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analizaron 24 (tomadas al azar) y el Testigo Enfermo-TE. Los productos de PCR fueron

corridos en geles de poliacrilamida al 10% y en agarosa al 2%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sistema de tipificacion MLST y analisis filogenético

En Ameérica del Sur, a pesar de la importancia econdmica que tiene X. fastidiosa

subsp. pauca, se conoce poco sobre su diversidad genética (Coletta-Fihlo et al., 2017).

Tabla 4.11. Esquema de identificacion de los alelos correspondiente a cada gen definiendo el
ST o Grupo Genético mediante el sistema de clasificacion MLST
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_xfastidiosa_seqdef&page=downloadProfiles&scheme_
id=1
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Tabla 4.12. Caracterizacion molecular de las cepas y materiales vegetales infectados con
Xylella fastidiosa analizados mediante el sistema de Tipificacion MLST

Cepa Hospedante/ Sistema de Provincia/Dpto/Loc./barrio subespecie  Secuencia
(denominacion) cultivo Tipo-ST
OLI 17A olivo cv. Arauco/tradicional La R|01a{Arauco/A|mogasta/ pauca 69
Tiro Federal 11
ALM4 almendro/tradicional Catamarca/EEA-INTA pauca 78
CITRICO naranja cv. Valencia/tradicional Corrientes/Bella Vista 69
CEl olivo cv. Frantoio/tradicional Cordoba/CI;LiJ;rgel Eje/San pauca 69
CATAl olivo cv. Araucof/tradicional Catamarca/Poman pauca 69
. . .. La Rioja/Al Al L
AM2-Angelina olivo cv. Arauco/tradicional a Rioja/Arauco/Aimogasta/l.a pauca 69
Merced
MF4P1 olivo cv. Nevadillo/tradicional Cordoba/Cruz d_el_ Eje/ Cno. pauca 78
Paso Viejo
oliv Olivo. Cultivar no identificado Coérdoba/Capital pauca 69
MF9P4 olivo cv. Arauco/tradicional Cordoba/Cruz d.el. Ejef Cno.
Paso Viejo

Segun Coletta-Filho et al. (2017) la subsp. pauca parece tener mas diversidad que
las subespecies morus, fastidiosa y multiplex, a pesar de que se ha informado previamente
que la recombinacion afecta la diversidad alélica de todas las subespecies de X. fastidiosa.
Los estudios de diversidad genética basados en muestras recolectadas a campo, en las que
solo se dispone de informacion sobre la planta hospedante de origen para cada aislado,
han indicado que la recombinacion dentro y entre las subespecies de X. fastidiosa es
frecuente (Nunney et al., 2013; Yuan et al., 2010). Ademas, X. fastidiosa es naturalmente
competente (Kung y Almeida, 2011), la recombinacion puede ocurrir en frecuencias de
Ordenes de magnitud mas altas que la mutacion, y los alelos pueden transferirse de manera

eficiente sin seleccion (Kung y Almeida, 2014).

La presencia de la subsp. multiplex en America del Sur (Brasil) se considera que es
la consecuencia de una sola introduccién desde su area de distribucidn nativa en America
del Norte hace méas de 80 afios (Coletta-Filho et al., 2017). El origen de la infeccién de
X. fastidiosa en Italia se supone que proviene de cafeto de Costa Rica, que es el Unico
lugar donde fue hallado el ST53 (Nunney et al., 2014). Hay evidencia de recombinacion

homologa entre subsp. pauca y multiplex en Brasil. De hecho, la Gnica cepa de subsp.
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pauca aislada de una planta de ciruela tenia un alelo que se origin6 en la subsp. multiplex.
Este tipo de recombinacion homologa bidireccional entre ST endémica e introducida
indican que el flujo de genes ocurre en marcos de tiempo evolutivos cortos en X.
fastidiosa (Coletta-Filho et al., 2017).

Respecto al anélisis filogenético de los ST caracterizados en este trabajo en relacion
alos STs de X. fastidiosa subsp. pauca mas relacionados, se observo que el ST69y ST78
de olivo y el ST78 de almendro de Argentina (Tolocka et al., 2017 a, c), se encuentran
alejados del grupo genético ST53 de olivo procedente de Italia denominado CoDiRO y
mas emparentados al ST65 de citricos de Brasil (Figura 4.2). EI ST53 difiere en 5 genes
(malF, cysG, holC, nuoL, gltT) contemplando un total de 61 nucleétidos diferentes en
relacion al ST69 de Argentina (Tabla 4.13). En relacién a citricos podemos observar que
el ST69 difiere en tres genes (petC, holC y nuoL) en relacion a los ST11, ST12 y ST64 y
dos genes con el ST13 y ST65 (holC y nuoL) procedentes de Brasil (Figura 4.3).

o712 Citrico (Brasil)
95

aa | lsT11 citrico (B rasil)

95 oTeg  Citrico (Brasil)

73| [_gr13 citrico (Brasil)

156 ames  Citrico (Brasil)

s7s  almendro y olivo (Argentina)

+ LSTBQ olivo (Argentina) OLI17A
STe6  cafeto (Brasil)
99 |gmig olivoy cafeto (Brasil)

s173  cafeto (Costa Rica)

100 =174 cafeto (Ecuador)

54 g153  olivo (Italia) CoDiRO

0.0020

Figura 4.2. Arbol filogenético de los tipos de secuencias (ST) de X. fastidiosa subsp
pauca provenientes de diferentes hospedantes y paises. Realizado a través del método
Neighbor-Joining con el programa Mega version 6.0. Los valores de bootstrap (1000
repeticiones) se indican en cada nodo. La barra indica numero de
sustituciones/nucleotidos
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Figura 4.3. Ubicacidn filogenética de los ST de X. fastidiosa subsp. pauca ST69 de citricos de Argentina
en relacion a los ST mas emparentadas presentes en Brasil

El anélisis por MLST de X. fastidiosa subsp. pauca aislado de plantas de café en
Costa Rica y posteriormente en olivos en Italia que result6 identificado como ST53,
proporciond informacion importante sobre el origen del brote en ese pais (Nunney et al.,
2014; Elbaino et al., 2014; Loconsole et al., 2016). EI ST16 esta presente en olivo y cafeto
en Brasil, pero no en citricos (Coletta-Filho et al., 2017). En el 2016, la misma situacion
se observo con el ST53 De Donno (DD) que estaba causando la destruccién de los olivares
al sur de Italia y que fue a su vez detectado en otros hospedantes susceptibles como laurel
de adorno (Nerium oleander L.) y la lechera del cabo (Polygala myrtifolia L.); sin
embargo, en la region de Apulia, X. fastidiosa no fue detectada en los citricos, vid y la
ornamental encina (Quercus ilex L.), que parecieron ser tolerantes a esta subespecie

(https://www.efsa.europa.eu/en/press/news/160329).

Haber encontrado el tipo de secuencia ST78 en olivo resulta preocupante si se

comprueba que puede transmitirse de un hospedante a otro, favoreciendo su dispersion a
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través del insecto vector en plantaciones aledafias con cultivares de almendro debido a

que compraten la misma ST.

Tabla 4.13. Diferencias obtenidas en cuanto a la cantidad de nucleétidos distintos entre grupos
genéticos de Argentina ST69 (olivo) y ST78 (olivo y almendro), Brasil ST65 (citrico) e Italia
ST53 (olivo)

Genes housekeeping

Gru,p_o Total de

genetico leuA petC malF cysG holC nuoL gltT nucleotidos
distintos

ST69 7 6 7 9 23 17 8

ST78 7 6 7 9 23 8 8

Nucledtidos

diferentes al ST69 1 1

ST65 7 6 7 9 10 8 8

Nucledtidos

diferentes al ST69 4 1 >

ST53 7 6 16 24 10 16 14

Nucleotidos 14 24 4 19 1 61

diferentes al ST69

Un aspecto fundamental para comprender la dinamica de propagacion de un
patdgeno es conocer la identidad de genotipos de interés, mediante diferentes técnicas
moleculares de caracterizacion como MLST y la repeticion de secuencia simple-
SSR/MLVA-microsatélites. MLST es el método de eleccion para el genotipado de X.
fastidiosa a nivel de subespecies y mas alla, basado en la deteccidn tipos de secuencias
(ST) diferentes (Mazzaglia et al., 2014). Ademas, es el método de referencia utilizado
para tipificar X. fastidiosa a nivel infrasubespecifico (Dupas et al., 2022), por debajo de
la categoria taxonomica de especie, lo cual es esencial para comparar cepas presentes en
diferentes zonas de estudio, aisladas en distintos momentos, determinando si representan
una misma poblacién bacteriana (Cesbron et al., 2020). Sin embargo, MLST tiene algunas

limitantes, ya que, al depender de solo siete genes del genoma podria tener un rendimiento
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menor para diferenciar entre cepas muy estrechamente emparentadas y, ademas, no es
una herramienta adecuada para el seguimiento de rutina y a gran escala debido a los costos
de secuenciacién (Baldiy La Porta, 2017; Denancé et al., 2017; Coletta-Filho et al., 2017;
Marcelletti y Scortichini, 2016).

En la figura 4.4, se observa dos clusters bien diferenciados y distanciados que
contemplan dos STs de Argentina (ST69 olivo, ST78 almendro y olivo) y cuatro de Brasil
(ST65, ST13, ST12, ST11, ST64) todos de citricos. La interpretacion de esta figura
consiste en conocer la cantidad de alelos que comparten en comin cada ST. El anélisis se
parte del circulo central donde se encuentra ubicado el ST65. Se conoce que tiene 6 alelos
en comun con el ST13 y el ST78, a su vez entre ellos comparten 5 alelos formando un
anillo por fuera del ST65. EI ST69 tiene 5 alelos en comun con el ST65, por tal motivo
esta ubicado en un anillo mas externo. A su vez, el ST65 se relaciona con el ST11 que
cuentan con 6 alelos en comdn; sin embargo, el alelo diferente (petC) es el que muestra
mayores numeros de nucledtidos distintos (10 nucleotidos) de todos los ST analizados en
este grafico. Por eso se ubican en los dos circulos centrales de los distintos cluster. De la
misma forma, el ST11 tiene 6 alelos en comudn con el ST12 y el ST64 y entre ellos
comparten 5 alelos por eso estan en el mismo circulo (ver Figura. 4.3).

Figura 4.4. Representacion grafica de las distancias entre ST de Argentina 'y
Brasil mediante el analisis del algoritmo de BURST que agrupa ST de X.
fastidiosa (olivo, almendro, citrico%o(;}e Argentina y de Brasil (citricos) en
funcion del recuento en el nimero de perfiles
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Sistema de clasificacibn MLVA: microsatélites-SSR con los
cebadores MP1-MP2-MP3 vy tradicionales RP1-RP2-RP3-RP4

La introduccidn de cepas extranjeras de X. fastidiosa en nuevas areas geograficas y
la posterior recombinacion con cepas endémicas pueden ser relevantes para aumentar la
variabilidad genética, cambiando el hospedante y, por lo tanto, induciendo nuevas
enfermedades en los cultivos (Nunney et al., 2014). Se reconoce que la recombinacion es
el principal promotor de la diversidad en X. fastidiosa, lo que podria explicar los cambios
ocurridos entre las subespecies que facilita la invasion hacia nuevos hospedantes. La
frecuencia de recombinacién entre subespecies difiere entre cepas, incluso dentro de las
subespecies. Esto podria reflejar el aislamiento geografico, donde la recombinacion entre
subespecies ha ocurrido solo cuando las cepas se han introducido en nuevas regiones

donde ya se establecieron otras subespecies (Vanhove et al., 2019).

Microsatélites con cebadores disefiados para la cepa CoDIiRO

Se observé que existe variabilidad entre las cepas OLI 17A (olivo), AM2-Angelina
(olivo) y ALM4 (almendro), mostrando polimorfismo (perfil de bandeo) diferente,

incluso entre las de olivo y a su vez con las muestras de Apulia-Italia (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Imégenes de los geles de agarosa con el empleo de cebadores de CoDiRO.
Pug: Puglia (muestra del sur de Italia). Aislamientos argentinos: Xy _OLI_17A 1-MP1.:
cepa X. fastidiosa de olivol7A muestra 1, empleando la mezcla de cebadores del grupo
1; Xy_Alm_4: cepa X. fastidiosa de almendro 4, utilizando la mezcla de cebadores del
grupo 1 CoDIiRO, el grupo de cebadores MP1; Xy Angelina_1-MP1: cepa X. fastidiosa
de Angelina-AM2 muestra 1, utilizando la mezcla de cebadores MP1. MP2/MP3: mezcla
de cebadores del grupo 2 y 3 de CoDiRO, DD-MP1.: control positivo De Donno (Italia),
para la mezcla de cebadores del grupo 1 CoDiRO, C-MP1: control negativo para la
mezcla de cebadores del grupo 1 CoDiRO, Marcador PM (Ladder 100 pb.)

Estos diferentes perfiles de bandeos fueron observados en las tres combinaciones
de MP1-MP2-MP3. Esto es interesante porque con solo tres cepas (OLI17A, AM2-
Angelina, ALM4) se obtuvo una notable variabilidad en comparacion a las muestras
italianas que no manifestaron estas diferencias. Las cepas fueron analizadas mediante la

base de datos empleada para el analisis de microsatélites denominada Bionumerics.

Con dicho programa se obtuvo el numero de repeticiones/replicones o repit para
cada cepa analizada. Los cebadores que mostraron mayor variabilidad para las tres cepas
argentinas fueron: COD_14, COD_17, COD_8 y COD_20 dentro de las combinaciones

MP2 y MP3, porque dieron diferentes nimeros de repeticiones. No hay repeticiones (na)
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en COD_4, COD_6b, COD_18, COD_22. En el caso del COD_10 y COD_16 no hay
repeticiones en ALM4, pero si diferencias en OLIL7A y AM2-Angelina, el cebador
COD_25 que dio 20 repeticiones en ALM4, pero ninguna en OLI17A y AM2-Angelina.
En el COD_9 las tres cepas tienen el mismo nimero de repeticiones (1), por lo que no

muestra diferencias (Tabla 4.14).

Tabla 4.14. NUmero de repeticiones de las tres cepas argentinas con cebadores MP1-MP2-MP3

Cebadores Fluoroforo Cepa ALM4 Cepa OLI17A Cepa AM2-Angelina

COD_4 6FAM na na na —
COD_6b  BO530 na na na Qo
COD_9 ATTO550 1 1 1 2
COD_10 ATTO565 na 7 4

Cebadores Fluoroforo Cepa ALM4 Cepa OLI17A Cepa AM2-Angelina
COD_14 6FAM 13 12 7 N
COD 16  BO530 na 14 13 ol
COD _17 ATTO550 4 3 7 2
COD_25 ATTO565 20 na na

Cebadores Fluoroforo Cepa ALM4 Cepa OLI1L7TA Cepa AM2-Angelina
COD_8 6FAM 1 3 4 o
COD 18  BOS530 na na na ol
COD_20 ATTO550 14 8 7 2
COD 22  ATTO565 na na na

Nota: na (sin repeticiones). COD_: cebadores empleados para el analisis de muestras CoDiRO de Italia y empleados también
para muestras de Argentina
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Microsatélites con cebadores tradicionales

Con los cebadores tradicionales, el que mostré mayor polimorfismo entre las cepas
argentinas fue el CSSR13, con un perfil de bandeo que fue diferente entre las cepas
ALM4, OLI17A y AM2-Angelina, seguido por el CSSR17 (Figura 4.9.D). Luego, los
CSSR6/0OSSR17/CSSR20/CSSR7/SSR20/SSR28/SSR40  tuvieron comportamientos
muy semejantes en cuanto a la variabilidad observada entre si y los
ASSR12/ASSR9/CSSR10/GSSR7 tuvieron el mismo perfil de bandeo por lo que no
mostraron diferencias (Figuras 4.6.A, B; 4.7.C; 4.8.D; 4.9.E). Segun Giampetruzzi et al.
(2019), un genotipado preciso de las cepas responsables de un brote es crucial para
comprender de donde proviene la enfermedad, como se dispersa en las areas infectadas y
monitorear si aparecen nuevas variantes o si el tipo actual puede evolucionar a nuevas

variantes atacando a hospedantes susceptibles.

CSSR10 A | AssR9 | B
MARCADOR 1 MARCADOR 111

Xy_Angelina_2 H Xy_Angelina_2 3
Xy_Alm_4-2 , . Xy_Alm_4-2 1
Xy_Oli_17A_1 1 Xy_Oli_17A_1 1
Xy_Angelina_1 5 Xy_Angelina_1 ,
Xy _Oli_17A_B 338 Xy_Oli_17A_B

I

o

Figura 4.6. A, B. Perfil de bandeo con cebadores tradicionales CSSR10 y ASSR9 de las cepas ALM4,
AM2-Angelina, OLI17A. C+1961: control positivo, C-: control negativo, Marcador PM (Ladder 100

pb.). Corrida en gel de agarosa al 2%
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ASSR12 OSSR17

MARCADOR

Figura 4.7. C. Perfil de bandeo con cebadores tradicionales ASSR12, OSSR17 y GSSR7 de las cepas
ALM4, AM2-Angelina, OLI17A. C+1961: control positivo, C-: control negativo, Marcador PM (Ladder
100 pb.). Corrida en gel de agarosa al 2%

MARCADOR

C+ 1961

C-

Figura 4.8. D. Perfil de bandeo con cebadores tradicionales CSSR6, CSSR7, CSRR13, CSRR17 y
CSSR20 de las cepas ALM4, AM2-Angelina, OLI17A. C+1961: control positivo, C-: control negativo,
Marcador PM (Ladder 100 pb.). Corrida en gel de agarosa al 2%
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MARCADOR 111 (11 (14
Xy_Alm_4-1 ] | §
Xy_Angelina_2 ' . .
Xy_Alm_4-2 ] i | ;
Xy_Oli_17A_1 ] | !
Xy_Angelina_1 . . '
Xy_Oli_17A_B :

: B

c_

Figura 4.9. E. Perfil de bandeo con cebadores tradicionales SSR20, SSR28 y SSR40 de
las cepas ALM4, AM2-Angelina, OLI17A. C+1961: control positivo, C-: control
negativo, Marcador PM (Ladder 100 pb.). Corrida en gel de agarosa al 2%

Todos los cebadores SSR tradicionales de Lin et al. (2005) y Coletta-Filho et al.
(2001) amplificaron en las tres cepas argentinas analizadas, observandose mayor
variabilidad entre ellas que en relacion al empleo de la combinacion de cebadores de
CoDiRO (MP1/MP2/MP3). Por lo tanto, con los SSR tradicionales, las cepas de
Argentina se logran discriminar respondieron mejor en relacion a las diferencias
observadas en los perfiles alélicos apreciados visualmente. Esto podria deberse a que las
cepas locales se encuentran filogenéticamente mas relacionadas con los ST de Brasil que
con el ST53 CoDIiRO.

Se realiz6 un analisis filogenético con los cebadores SSR tradicionales
anteriormente citados empleando las tres cepas argentinas (ALM4, OLI17A y AM2-
Angelina) y un aislamiento de X. fastidiosa subsp. pauca de olivo proveniente de la isla
de Ibiza (Espafia), utilizada como testigo enfermo (C*1961) (Figura 4.10). Los resultaron
arrojaron que las cepas AM2-Angelina y OLI17 se encuentran mas relacionadas entre si

de acuerdo a la ubicacién de la rama y separadas de la del ALM4 y a su vez, las tres estan
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alejadas de la cepa (C+ 1961). Estos resultados coinciden con lo observado en el perfil de
bandeo de las corridas electroforéticas de esos microsatélites analizados individualmente
en las Figuras 4.6.A, B; 4.7.C; 4.8.D; 4.9.E.

0.03
AMZ- Angelina
0,04
 OLMTA
0,32
_ ALMA4
C+1961
0,39
0uo020

Figura 4.10. Arbol filogenético de las tres cepas argentinas (AM2-Angelina, OLI17A,
ALM4) y un aislamiento (C*1961) proveniente de Espafia. Realizado con el método
Neighbor-Joining empleando el programa MEGA version 11
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Los resultados obtenidos a través de la secuenciacion Sanger de los productos de
PCR de las tres cepas ALM4, OLI17A y AM2-Angelina obtenidas fueron analizadas
mediante el programa BioEdit en busca de las repeticiones de secuencias en tandem. Para
las tres cepas analizadas las mayores diferencias en cuanto a numero de repeticiones fue
con los cebadores CSSR20, CSSR7 y el OSSR17. Con ASSR9, ASSR12 y CSSR10, se
obtuvieron en los tres iguales numeros de repeticiones (2, 2 y 10, respectivamente) y con

el GSSR7 no se tuvo repeticones en ningun caso (Tabla 4.15).

Tabla 4.15. Namero de repeticiones con los cebadores tradicionales para las tres cepas
argentinas

Secuencia Cepa Cepa AM2-
Cet_)a_dores repetida en Cepa.A_LM4 OLI17A Angelina

tradicionales , (repeticiones) . .

tAndem (repeticiones) (repeticiones)
SSR20 (ATTGCTG) 8 2 4
SSR40 (GAAGGCGTA) 5 3 na
CSSR7 (CTGTGC) 11 11 8
CSSR13 (TGTTGGGQG) 8 12 16
CSSR20 (GTAGCA) 13 12 7
ASSR12 (GATTCAQG) 2 2 2
SSR28 (GTGTGCCT) na 9 9
CSSR6 (GCTGTA) 4 6 8
CSSR10 (CAATGA) 10 10 10
CSSR17 (CTGATGTG) 7 5 5
ASSR9 (CAAGTAC) 2 2 2
OSSR17 (TGCCTG) 11 11 8
GSSR7 (GGCAACQ) na na na

Nota: na (sin repeticiones)

Con la combinacion de cebadores RP1 (CSSR6/CSSR7/CSSR10/ASSR9) y RP2
(CSSR17/CSSR20/GSSR7/OSSR17) no se obtuvo un marcado polimorfismo. Esto
podria deberse que al ser cuatro cebadores por grupo hubo competencia entre ellos, por

lo tanto, no fueron considerados para su posterior estudio.
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Por su parte, las combinaciones RP3 (CSSR7/CSSR10) y RP4 (CSSR6/CSSR20),
resultaron muy satisfactorios observandose polimorfismo con ambos grupos de cebadores
en muestras de citrico (Figura 4.11) y en olivo una marcada variabilidad, mostrando
diferentes perfiles genéticos incluso en cepas de la misma region geogréafica (Dpto.
Arauco). La cepa de Cordoba también difirio en su patrén de bandeo respecto a las demas
muestras. Fueron considerados los més adecuados por la notable variabilidad observada
entre las cepas analizadas por la cantidad de repeticiones (Tabla 4.15). El cebador
OSSR17 tiene un buen nimero de repeticiones como asi también el CSSR6. Sin embargo,
en las combinaciones de los dos juegos de cebadores se observd mayor polimorfismo de
bandeo con el CSSR6 por tal motivo fue empleado este cebador (resultados no
mostrados).

| . 5| B
RP3 | RP4

e | (LEEE

* B 2 W e B

Agua Citrico  Citrico  Citrico Citrico Rep. Agua Cl'tri?o Citrico Citrico Citrico Rep.
B. Vista Interlab. Mont. Conc. citrico B. Vista Interlab. Mont. Conc. citrico
B. Vista B. Vista

Figura 4.11. Perfil de bandeo con combinaciones de cebadores tradicionales (RP3 y
RP4) en diferentes muestras de citricos de nuestro pais. Control negativo (agua).
Marcados PM (Ladder100 pb.). Corridas en gel de agarosa al 2%

Un ensayo realizado por Giampetruzzi et al. (2019), distinguio claramente
diferencias entre subespecies de X. fastidiosa e incluso tipos de secuencia (ST), pero
también sefial6 variantes dentro de un mismo ST, que mediante los SSR se puede estimar

con precision los cambios de las caracteristicas genéticas para comprender la dinamica,
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el proceso evolutivo de las poblaciones, las vias de difusién, asi como la adaptacion a
diferentes huéspedes y entornos. De ahi la importancia de seguir profundizando los
estudios de este patdgeno a nivel intraespecifico-genético, para conocer la existencia de
diferentes poblaciones o variantes, su origen y la posibilidad de volverse patogena en

hospedantes aun no informados, reforzando medidas de contencidn en nuestro pais.

Segun Coletta Filho et al. (2001), describieron la eficacia de la combinacién de un
conjunto de 9 cebadores SSR para evaluar la diversidad genética de cepas brasilefias de

X. fastidiosa subsp. pauca que son responsables de la clorosis variegada de los citricos
(CVQ).

Se observd con los cebadores tradicionales, mayor nimero de repeticiones
comparado con los cebadores de la cepa CoDIRO de Italia, por lo tanto, las cepas
argentinas, muestran mejor comportamiento con los cebadores de Lin et al. (2005) y de
Coletta-Filho et al. (2001). A su vez, con las combinaciones RP3/RP4 de cebadores
tradicionales se logro observar incluso, mayor polimorfismo, destacAndose RP3 de RP4,

visualizando una mayor diferencia a favor de la combinacion RP3 (Figura 4.12) (Tolocka
et al., 2020).
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Agua Cepade Cepade Cepade Cepade Cepa de Cepa de Cepade Cepade Cepade Cepade
Catamarca LaRioja LaRioja Cordoba  LaRioja Catamarca  LaRioja LaRioja Cordoba LaRioja

Figura 4.12. Perfil de bandeo con combinaciones de cebadores tradicionales (RP3 y RP4) de muestras
de olivo infectadas con X. fastidiosa procedentes de La Rioja, Catamarca y Cérdoba, marcador PM

(Ladder 100 pb.), Control negativo (agua). Corridas en geles de poliacrilamida al 10%. Foto:
Brandimarte, S.
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Con la combinacion de los pares de cebadores de RP3 se detecto variabilidad segun
el hospedante de la bActeria con el mismo ST. Se encontraron dos perfiles de bandeo
diferentes correspondientes a muestras de citrico y olivo, en tanto que sélo una banda se
detectd en la muestra proveniente de almendro (Alm4) (Figura 4.13).

Figura 4.13. Perfil de bandeo con combinaciones de cebadores tradicionales (RP3) de
muestras de olivo, citrico y almendro infectadas con X. fastidiosa procedentes de
Cordoba, Catamarca, La Rioja, Corrientes. Marcador PM (Ladder 100 pb.), control
negativo (agua). Corrida en geles de agarosa al 2%. Foto: Brandimarte, S.

El andlisis de las 24 muestras de olivo infectados con X. fastidiosa, incluyendo al
testigo enfermo, procedentes de fincas de La Rioja, Cordoba y Catamarca usando la
combinacion de cebadores RP3, revelo diferentes polimorfismos dando diferente
variabilidad genética tanto entre muestras procedentes de diferentes provincias como de
la misma region geografica. Se observo polimorfismos incluso entre el ST69 y ST78 de
olivo, obteniéndose un total de 9 perfiles de bandeos distintos. En las muestras 1 y 2 no
hubo amplificacion de bandeo, en la 3, 4 y TE el perfil de bandeo son semejantes, en la 5
se observo diferente polimorfismo de bandas, en la 6 un polimorfismo levemente
diferente a las deméas muestras, en 7 y 11 se detect6 un diferente perfil de bandas entre
ellas y también difieren del resto, 8 y 9 con polimorfismo similar entre si, del mismo lote,
distintas al resto de las muestras del gel 2, en la muestras 15,16, 17, 20 y 21 las muestras
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presentan un perfil de bandeo semejante entre ellas, 26 y 28 tienen el polimorfismo méas
diferente de todas las muestras analizadas, 22, 23, 25 y 27 son similar en su perfil de

bandeo y 24, 29 muestran distintos polimorfismos (Figura 4.14).

M agua TS 1 2 3 4 5 6 TE

cv. Nevadillo cv. Arauco (L. R)) Gel 2
(C.E)

ST69
ST78 l

ST69 Gel 3
() cv. Arauco

ST69/\ /(C)

.

M 22 23 24 25 26 27 28 29

Figura 4.14. Perfil de bandeo con combinaciones de cebadores tradicionales (RP3) de
muestras de olivo infectadas con X. fastidiosa, procedentes de diferentes plantaciones de
las provincias de Cérdoba, La Rioja y Catamarca. Las muestras 1-11 inclusive son del
Dpto. Cruz del Eje-(C.E.) (cv. Nevadillo y Frantoio), de la 15-17 inclusive de Cordoba,
Capital (C. C.) (cv. Oblonga), de la 20-25 y 28 inclusive son de La Rioja- (L. R.) (cv.
Arauco), las muestras 26-27-29 son procedentes de Sumalao, Catamarca-(C.). Las muestras
26y 28 resaltadas en cuadrante amarillo es la que muestra el perfil de bandeo mas diferente
en relacion a las otras muestras analizadas. TS: olivo, TE: suspension bacteriana de X.
fastidiosa proveniente de olivo de Cruz del Ejg,Marcador PM (Ladder 100 pb.), control
negativo (agua). Corridas en gel de poliacrilamida al 10%. Foto: Brandimarte, S.
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En el 2020, en la regidén de Apulia se llevaron a cabo ensayos con 37 pares de
cebadores seleccionados de Coletta-Filho et al. (2001), Lin et al. (2005), Francisco et al.
(2017) y cebadores propios de dicho estudio, analizando ADN gendémico de cepas
provenientes de plantas infectadas de dicha region y de otras y de representantes de la
subespecie pauca, fastidiosa, multiplex y sandy. Con estos cebadores se obtuvieron
amplificaciones donde se observd variantes dentro del mismo ST (Mazzaglia et al., 2020),

como los resultados obtenidos en este trabajo.

En nuestro caso, sélo con la combinacion de dos juegos de cebadores (RP3) se
encontr6 suficiente variabilidad como para diferenciar cepas y/o ADN infectado con la
bacteria, dentro de un mismo grupo genético, con la posibilidad de incorporar otras

posibles combinaciones de cebadores.
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CONCLUSIONES

. - Se confirma la hipdtesis que la subespecie pauca de Xylella fastidiosa encontrada

en olivos de Argentina es la misma que esta afectando plantas de citricos y almendros.

. - En nuestro pais, mediante el sistema MLST, se identificaron los grupos genéticos
ST69 en citricos y olivos, y ST78 en olivo y almendro. Por el momento, ambos grupos

genéticos solo han sido hallados en Argentina.

. - El andlisis filogenético de las secuencias analizadas, mostro que el ST69y ST78
estan mas relacionados genéticamente con el ST65 de citricos que con el ST16 de olivo,
ambos de Brasil (difiriendo con los STs de citricos de Brasil en un par de alelos) y se

encuentra menos emparentada con el ST53 CoDiRO, presente en olivares de Italia.

. - Hasta el presente, en Argentina, se han encontrado dos ST en muestras de olivo
procedentes de diferentes provincias. Sin embargo, en citricos de Brasil se obtuvieron,
siete ST de la subsp. pauca y dos ST correspondientes a la subsp. multiplex, por lo tanto,
no se descarta la posibilidad de que estén presenten mas variantes genéticas u otra

subespecie en nuestro pais.

. - Los tipos de secuencias de X. fastidiosa caracterizados en olivos provenientes de
la region del Noroeste Argentino (NOA) vy las de naranjos del Noreste Argentino (NEA)
son iguales (ST69), constituyendo asi un riesgo potencial de transmision para las
plantaciones citricolas de la region del NOA, donde aun no ha sido detectada la presencia
de X. fastidiosa.

. - Se observo mayor polimorfismo con los cebadores SSR tradicionales de Lin et
al. (2005) y Coletta-Filho et al. (2001) que con los cebadores CoDIRO (MP1/MP2/MP3);
ésto podria deberse a que nuestras cepas Se encuentran mas emparentadas

filogenéticamente a las de Brasil que a las de Italia.

. - Se puede inferir, ademas, que las cepas OLI17A, AM2-Angelina y ALM4

difieren entre si de acuerdo al polimorfismo observado y al niUmero de repeticiones. En
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relacion a la combinacién de cebadores, RP3 permite detectar mayor variabilidad que
RP4.

. — Respecto al analisis del arbol filogenético realizado con los microsatélites
tradicionales, se mostrd que las dos cepas de olivo (AM2-Angelina, OLI17A) procedentes
de La Rioja estan estrechamente emparentadas entre si, pero distantes de la cepa de

almendro (ALM4) originaria de Catamarca.

. - Los cebadores disefiados para la cepa CoDIRO (X. fastidiosa subsp. pauca)
resultaron efectivos para visualizar variabilidad entre las cepas OLIL7A, AM2-Angelina
y ALM4 y de éstas respecto a las 27 cepas italianas analizadas en el IAS-CSIC en el afio

2019 en Cérdoba, Espafia, donde se registré6 menor diferencia entre sus perfiles alélicos.

. - El sistema de caracterizacion MLVA constituye una herramienta adecuada para
el andlisis de nuevas cepas y proporcionar informacion sobre la dinamica de difusién del

patdgeno.
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CAPITULO5

SISTEMA DE DIAGNOSTICO SEROLOGICO Y
EVALUACION DE TOLERANCIA/SUSCEPTIBILIDAD
DE DOS CULTIVARES DE OLIVO INFECTADQOS CON X.
fastidiosa

INTRODUCCION

Xylella fastidiosa fue descripta por primera vez hace 40 afios y desde entonces se
implementaron distintas técnicas para su deteccidn. Técnicas seroldgicas como ELISA
(Sherald y Lei, 1991), han sido validadas para cultivos de olivo, laurel de adorno,
almendro, citricos, roble, vid y otras especies vegetales, empleandose para la deteccién
en tejidos de hojas (como peciolos y nervaduras principales), tallos o ramillas
descortezadas (Loconsole et al., 2014). La muestra se prepara con tampon, utilizando
morteros, homogeneizador de tejido o robots apropiados. También se desarrollé la técnica
de inmunofluorescencia con fijacion en membrana (MEIF, membrane entrapment
immunofluorescence) (Hartung et al., 1994), que se basa en la retencion de las bacterias
en membranas negras de policarbonato de 0,2 pm mediante filtracion secuencial del
extracto vegetal, y posterior tincion con sueros especificos. Las membranas se observan

después en el microscopio de epifluorescencia.

En el afio 2004, se establecio un protocolo para la identificacion microscépica de la
bacteria por inmunofluorescencia indirecta (Carbajal et al., 2004), concluyéndose que era
un método novedoso para la evaluacién de la infeccién in situ de X. fastidiosa en plantas
hospedantes. La técnica de inmunoimpresion (DTBIA, direct tissue blot immunnoassay)
para este patdogeno (Djelouah et al., 2014), es muy interesante porque permite la
impresion directa en membrana, y posterior revelado de secciones directas de tejido

130



Capitulo V. Introduccion

(peciolos, ramillas) de olivo y otros huéspedes. La sensibilidad de todas estas técnicas es
menor que la de las técnicas moleculares, pero pueden ser muy Utiles en zonas donde ya
estd presente la enfermedad porgue permiten procesar un gran nimero de muestras con
rapidez y a un costo inferior al de las técnicas moleculares (Lépez et al., 2017). La técnica
DAS ELISA es la que mas cominmente se emplea para el diagnostico de X. fastidiosa.
Sin embargo, la misma presenta dos limitantes para nuestro pais, por un lado los Kits
comerciales han sido elaborados a partir de cepas de otras regiones, lo que podria
interferir en la especificidad de deteccion de las cepas locales y por otro lado el costo que

implica para el pais la importacion de tales reactivos.

En Argentina, no existe informacién acerca de la transmisién de X. fastidiosa en el
cultivo de olivo. Se conoce que una vez que la bacteria es inoculada por el vector que la
transmite, se dispersa por los elementos traqueales de los vasos xileméticos. Los sintomas
de la enfermedad aparecen varias semanas o incluso meses después de la inoculacion y
se manifiestan mucho mas claramente durante los meses de verano y otofio, cuando existe
la maxima demanda hidrica de la planta, que no puede ser satisfecha debido a la oclusion
de sus haces vasculares (McElrone et al., 2001). La severidad de la enfermedad parece
que estd directamente relacionada con la capacidad del patdgeno para producir una
infeccion sistémica, alcanzar alta concentracion y colonizar el tejido vascular infectado
(Hopkins, 1989). Posiblemente, la diferencia que existe en ciertas cepas de colonizar
extensamente algunas plantas hospedantes susceptibles es lo que las distingue de otras en
las que la colonizacion es minima y en la que el patdgeno se desarrolla como un endéfito
relativamente inofensivo sin causar sintomas (Chatterjee et al., 2008a). Las enfermedades
causadas por esta bacteria se han asociado con introducciones a larga distancia, la
expansion geografica de un vector invasivo y, posiblemente, con la adaptacion del

hospedante, a través de la recombinacion homologa (Almeida y Nunney 2015).

Comprobar la patogenicidad de X. fastidiosa es una tarea por lo general bastante
compleja y requiere de varios meses incluso afos en el caso de hospedantes perennes
longevos. Se emplean plantas susceptibles y tolerantes a la bacteria. Las pruebas se
realizan en macetas seleccionando hospedantes susceptibles y tolerantes. Las plantas

deben estar mantenidas en invernaculos bajo condiciones controladas de fotoperiodo,
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humedad a capacidad de campo y protegidas de insectos. Es importante que al momento
de realizar las inoculaciones el sustrato de la maceta se encuentre seco y las condiciones
ambientales favorezcan la transpiracion de las plantas para la rapida absorcion del inoculo
inyectado. Se pueden incluir unas 10-15 plantas por ensayo y al menos 3-5 plantas como
controles negativos (Lopez et al., 2017; EPPO, 2019). Las técnicas de inoculacion deben
asegurar la infiltracion directa en los haces xilematicos para que la bacteria comience a
multiplicarse en los mismos, ya que es el Unico sitio donde se la encuentra. EI método
mas utilizado es la puncién con aguja en el tallo (técnica pinprick), al nivel de insercion
del peciolo, o un procedimiento general de pinchazo (Hill y Purcell, 1995; Almeida et al.,
2001). Para preparar el indculo, las células bacterianas procedentes de medio de cultivo
solido se resuspenden en PBS o tampon succinato-citrato, intentando que la concentracion
de la suspension sea alta (aproximadamente 10° UFC/ml). Se deposita una gota (de 10-
50ul) de la suspension en la axila de la hoja, pinchando varias veces con una aguja fina y
repitiendo la inoculacién en varias partes de la planta. Se espera de 5 a 10 minutos hasta
que el indculo se absorba. Alternativamente, puede pincharse directamente la planta con
una aguja cargada con gotas de indculo. Para incrementar la efectividad, las plantas se
pueden volver a inocular a las 3-8 semanas después de la primera (Lépez et al., 2017). En
olivo se han realizado pruebas de patogenicidad mediante inoculaciones en los cultivares
Cellina Di Nardo, Frantoio, Leccino, Coratina, comprobandose una respuesta diferencial
a la infeccion segun susceptibilidad del cultivar (Saponari et al., 2017). En nuestro pais,
se observé una elevada mortandad de plantas de olivo del cultivar Arauco en la localidad
de Aimogasta, La Rioja, atribuyéndose a la susceptibilidad de este cultivar frente a
infecciones por X. fastidiosa, y si bien se han utilizado otros metodos de diagnostico, no
se han realizado pruebas de patogenicidad que corroboren la sintomatologia observada

con la provocada por la bacteria.
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La hipdtesis planteada para este capitulo:

- X. fastidiosa es el principal agente causal del complejo etiolégico denominado
“Decaimineto Rapido del Olivo (DRO)”, siendo el cv. Arauco uno de los mas suceptibles

a la bacteria, pudiendo ser diagnosticada por sueros elaborados a partir de cepas locales

El objetivo general para este capitulo fue conocer el comportamiento de

tolerancia/susceptibilidad de cultivares de olivo frente a la infeccidn de la bacteria

Por lo tanto, los objetivos especificos fueron:

. - Poner a punto un método de diagndstico seroldgico a partir de un suero elaborado

con una cepa local de X. fastidiosa para su deteccion

. - Evaluar la respuesta de tolerancia/suceptibilidad de dos cultivares de olivo frente
a la infeccion con X. fastidiosa
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MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de antisueros para la deteccion de X. fastidiosa

Obtencidn del in6culo

Para la elaboracion del antisuero se utilizd la cepa ALM4 de X. fastidiosa
proveniente de almendro debido a su mayor velocidad de crecimiento en comparacion
con la OLI17A, la primera aislada de olivo. El procedimiento fue el siguiente: partiendo
de un adecuado crecimiento bacteriano de la cepa ALM4 de X. fastidiosa proveniente de
almendro, en condiciones de esterilidad (camara de flujo laminar), se agregaron 2 ml de
solucion fisioldgica (0,85 % de NaCl estéril) a 15 cajas de Petri donde se encontraban las
colonias bacterianas crecidas y repicadas en medio de cultivo PW. Como resultado se
obtuvieron 30 ml de una suspension bacteriana concentrada que fue trasvasada a
microtubos, realizando tres lavados en solucién fisioldgica y centrifugado a 9.300 g
durante 5 min. El precipitado obtenido fue resuspendido y se ajusté a una concentracion
de 1,9 x 108 UFC/ml (ODsgoo = 0,24) con la misma solucion obteniéndose un total de 32

ml que fueron conservados a -20°C en alicuotas de 1 ml.

Proceso de Inmunizacion

Para la obtencion de los sueros, se inmunizaron dos conejas de la raza Nueva
Zelanda con la suspension bacteriana e igual volumen de adyuvante incompleto de Freund
(Sigma Aldrich, USA) en una relacién 1:1 generando una emulsion. Antes de comenzar

las inmunizaciones, se sangraron las conejas para obtener el suero preinmune.
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Se realizaron en total nueve inmunizaciones y el esquema de inyecciones y
obtencion de los sueros fue el siguiente: primera inoculacion con 4 inyecciones
subcutaneas de 200 ul en el lomo y dos intramusculares de 500 ul en las patas traseras;
segunda y tercera: a los 15 y 30 dias de la primera inoculacion aplicando Unicamente
inyecciones intramusculares de 500 ul en cada pata trasera, siguiendo este esquema cada
15-20 dias hasta la novena inmunizacion. La primera obtencion de suero se realizé a los
21 dias de la tercera inmunizacién. Luego se hicieron otras seis sangrias a intervalos de
15 dias. De cada coneja se obtuvieron en total siete sueros con un volumen aproximado
de 14-37 ml cada uno. Es de importancia destacar que el lugar donde se llevaron a cabo
estos ensayos, fue el bioterio del Instituto de Patologia Vegetal-IPAVE dependiente del
Centro de Investigaciones Agropecuarias-INTA que se encuentra adherido al Sistema
Nacional de Bioterio (SNB), RESOL-2018-681-APN-CD#INTA. Este reconocimiento es
fundamental ya que se trabajo bajo directivas internacionales o estdndares de referencias
que promueven el cuidado y uso de animales de experimentacion, priorizando el bienestar
de los mismos. La sangre obtenida de cada sangria fue llevada a 37°C durante 2 ¢ 3 horas
y luego a 4°C para que se forme el coagulo; a continuacion, se centrifugd a 4500 g durante
5 min separandose el coagulo del sobrenadante. Cada suero fue alicuotado en volimenes
de 1 ml, almacenado a -20°C, previa adicion de 50 % de glicerol para evitar la
cristalizacion (Ball et al., 1990) y 15 ul/ml de 1,2 % de azida sédica (NaN3) para la

preservacion de los mismos (Giolitti, com. pers., 2018).

Prueba de suero preinmune mediante la técnica NC ELISA

Con el primer sangrado de cada coneja se obtuvo el suero preinmune que fue
analizado a través de la prueba de Dot Blot en membrana de nitrocelulosa (Fuente
Delgado, 1990 y Hammond y Jordan, 1990) también denominado NC ELISA para
verificar que el mismo no reaccione contra proteinas de planta sana (Anexo-Protocolo
I11). El procedimiento fue el siguiente: sobre dos membranas (una para cada coneja) se
sembraron 6 pl de tampon extraccion, de extracto de planta sana de citrico, olivo y

almendro en dilucion 1/10 (p/v) de tampon extraccion con Triton al 5%, y también de
135



Capitulo V. Materiales y Métodos

suspension bacteriana de Xanthomonas spp. y cultivo bacteriano de X. fastidiosa de olivo
(cepa OLI17A) diluidos en TBS 1X. En este preinmune se empled el tampon extraccion
para la preparacion de muestras, ya que evita la fijacion de restos vegetales y es el que se
usa para las pruebas de DAS ELISA (Giolitti, com. pers., 2018). Las membranas aun
humedas fueron blogueadas dentro de bolsitas de polietileno con TBS 1X, 5% leche
descremada, y 5% Triton para la remocion de restos de clorofila, en constante agitacion
durante 3-4 hs. Posteriormente las membranas fueron lavadas con el tamp6n TBS 1X.
Los sueros se diluyeron 1/1000 en tampon antisuero y se colocaron en cada membrana en
agitacion constante durante 2 hs. Se realizaron 3 lavados de TBS 1X con Tween-20 cada
5 min. A continuacion, las dos membranas fueron incubadas durante 1 h con el antisuero
anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina (Goat anti-Rabbit (H+L)-AP conjugate,
BIO-RAD) diluido 1/3000 en tampon antisuero). Posteriormente, se realizaron los
lavados mencionados anteriormente en agitacion constante y se revelaron las membranas
con sustrato NBT-BCIP  SIGMA-ALDRICH  (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate/nitro blue tetrazolium) para la enzima fosfatasa alcalina, a una concentracion
de 0,5 mg/ml de agua, en un recipiente tapado con papel de aluminio. A la media hora, se
detuvo la reaccion con agua y se dejo secar las membranas evitando la exposicion a la

luz.

Titulacion y comparacion de sueros obtenidos

Titulacion de los sueros obtenidos mediante Dot Blot

Los sueros de las distintas sangrias fueron titulados con la técnica de Dot Blot. Con
el suero AsXf.1 (antisuero de X. fastidiosa correspondiente a la primera sangria), se
emplearon diluciones de 1/5000, 1/10000, 1/15000 y 1/20000, frente a extractos de
plantas sanas de almendro y olivo e infectadas con la bacteria, en una dilucion de 1/10
(p/v) en tampdn extraccion, suspension de X. fastidiosa como control positivo y tampon
extraccion como control negativo. La finalidad de esta prueba fue analizar el grado de
reconocimiento y especificidad hacia antigenos de X. fastidiosa, comprobando que no
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exista alguna reaccion inespecifica contra planta sana y determinando el titulo de dicho
suero. Dado que se observo una leve reaccion en planta sana, los extractos vegetales
fueron tratados con cloroformo en una relacion muestra:cloroformo 2:1 (v/v) buscando
eliminar el excedente de clorofila pero evitando el lavado de las proteinas (Giolitti, com.
pers., 2018). Para los sueros AsXf.2 y 3 (antisueros de X. fastidiosa correspondientes a la
segunda y tercera sangria) se realizaron diluciones seriadas desde 1/20000 a 1/320000
con las mismas muestras empleadas para el AsXf.1, continuando con la titulacion de los

mismos.

Los sueros AsXf.4,5,6 (antisueros de X. fastidiosa correspondiente a la cuarta,
quinta y sexta sangria) fueron titulados con diluciones seriadas partiendo desde 1/80000
hasta 1/1280000 utilizando los mismos controles que se venian usando desde un
principio. Respecto al suero AsXf.7 (antisuero de X. fastidiosa correspondiente a la
séptima sangria), fue probado en las diluciones 1/500000, 1/1000000, 1/1500000,
1/2000000, 1/2500000.

Analisis comparativo de los sueros mediante PTA ELISA en placa

Se compararon los siete sueros obtenidos (AsXf.1-7) mediante ELISA indirecto en
placa (PTA ELISA, “Plate Trapped Antigen Enzyme Linked Immunosorbent Assay”)
(Lommel et al., 1982). La finalidad de esta prueba fue seleccionar el suero que mostrara
mayor diferencia entre los valores de absorbancia de los testigos sanos y enfermos, para
emplearlo en el desarrollo de otra técnica seroldgica que involucre el uso de
inmunoglobulinas y conjugados. En los ensayos inmunologicos utilizados anteriormente
(PTA ELISA y NC ELISA), se utilizo el suero crudo. Los sueros se emplearon en
diluciones 1/500, 1/1000 y 1/2000 frente a suspensiones bacterianas (108, 107, 10°
UFC/ml), extracto de planta sana y enferma de olivo 1/10 (p/v) y control positivo de
AGDIA Inc-SRA 34503 para X. fastidiosa, diluidos en tampo6n de cobertura (Anexo-
Protocolo 1V). Las lecturas se realizaron cada 15 minutos hasta las dos horas de reaccion
leyendo a una longitud de onda de 405 nm (A405) utilizando el lector de microplaca

multidetectores Synergy™ HTX.
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Implementacion de la técnica seroldgica DAS ELISA para el
diagnostico de X. fastidiosa

Se procedi6 a la puesta a punto de la técnica de DAS ELISA (Clark y Adams, 1977)
(Anexo) con el suero seleccionado en la seccion anterior, para lo cual se purificé la 1IgG
precipitando 1 ml del mismo méas 9 ml de agua con 10 ml de sulfato de amonio saturado
y pasando a través de columna de celulosa 0 DEAE Sephacel-SIGMA. Con una fraccién
de IgG purificada, de concentracion 1 mg/ml, (OD2go = 1,4), se elaboré el conjugado
enzimatico con fosfatasa alcalina de acuerdo al protocolo propuesto por Clark y Adams
(1977) (Anexo-Protocolo V' y VI).

Primera prueba: Se realizd la calibracién del reactivo elaborado empleando
diluciones de 1/500, 1/1000 y 1/2000 de la IgG con diluciones 1/500 y 1/1000 del
conjugado enzimatico. Se probaron suspensiones bacterianas de 107 y 10° UFC/ml de la
cepa OLIL17A y extractos de planta enferma 1/10 y 1/100 (p/v) procedente de olivo,
control positivo AGDIA para X. fastidiosa y extractos de plantas sanas de olivo 1/10 (p/v),
todos diluidos en tampdn de extraccién. Se desarrollé segun especificaciones detalladas
en el Anexo, dejando 2hs el conjugado (similar al protocolo utilizado en AGDIA). Las
placas se leyeron con la misma modalidad realizada en el PTA ELISA, utilizando el
equipo de lector de microplaca ya mencionado anteriormente, leyendo a una longitud de
onda de 405 nm (A405).

Segunda prueba: En este ensayo se emplearon diluciones 1/1000 y 1/2000 de la IgG
y conjugado, enfrentando extractos de plantas sanas de olivo y almendro, y extracto de
planta de olivo enfermo, diluidos 1/10 y 1/100 (p/v) en tampdn de extraccion,
empleandose como control positivo el de AGDIA. En este caso, el conjugado se dejo
reaccionar 4hs a 28°C.

Tercera prueba: Para evaluar la calidad del reactivo elaborado con el kit comercial
de AGDIA y analizar su especificidad con otras bacterias, se realiz6 un nuevo ensayo. Se
utilizé la diluciéon 1/1000 para la 1gG y conjugado. El kit comercial se lo emple6 segun
las indicaciones del fabricante (1/200 IgG y conjugado). Se probo con Xanthomonas citri
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subsp. citri, Pseudomonas fluorescens, P. savastanoi, Acidovorax avenae, y suspensiones
bacterianas de X. fastidiosa de 10, 10° y 10° UFC/ml de la cepa OLI17A, todas diluidas

en tampon de extraccion.

Cuarta prueba: Este ensayo se realizd para determinar si habia inhibicion en los
analisis, debido al alto contenido de compuestos fendlicos presentes en plantas lefiosas y
perennes. El reactivo AsXf.4 y el kit AGDIA se utilizaron en las mismas diluciones
probadas anteriormente, 1/1000 y 1/200, respectivamente. Se emplearon suspensiones
bacterianas 10° y 10* UFC/ml en tamp6n de extraccion, y 10°y 10* y 10° UFC/ml diluidas
en extracto de plantas sanas de olivo de los cv. Manzanilla y cv. Farga de 1/10, 1/50 y
1/100 (p/v) en tampon extraccion. Como control positivo se utilizo suspension bacteriana

del kit comercial.

Quinta prueba: Con las mismas diluciones del reactivo utilizado en el ensayo
anterior, se incorporaron nuevas diluciones. A las suspensiones de la cepa OLI17A (10°
y 10* UFC/ml en tamp6n de extraccion, y 10°y 10* y 102 UFC/ml diluidas en extracto de
planta sana de 1/10, 1/50 y 1/100 (p/v) en tampdn extraccion.) también se incorpord
extracto de planta de olivo enfermo 1/10, 1/50 y 1/100 (p/v). Los controles sano y enfermo
fueron los mismos que los empleados en la cuarta prueba, testigos sanos de olivo en
diluciones 1/10 y 1/50 (p/v), ambos en tampdn de extraccién y como control positivo la

suspension bacteriana del kit comercial.

Sexta prueba: Para comparar la respuesta del AsXf.4 con el kit comercial de AGDIA
se llevd a cabo otra prueba con una dilucion del reactivo tanto para la IgG como para el
conjugado, igual a la utilizada en el kit AGDIA: 1/200. Se emplearon como muestras en
ambas placas: tampon de extraccion, suspensiones bacterianas de 108, 10° y 10* UFC/ml
diluidas en 1/10 y 1/30 (p/v) de extracto de plantas sanas ( de la dilucion 1/50 se paso a
1/30 para trabajar con aquella que sea mas apta para los analisis), extractos de planta de
olivo enferma 1/10 y 1/30 (p/v), y como controles sanos y enfermos se emplearon cuatros
extracto de plantas sanas dilucion 1/10y 1/30 (p/v), y suspensiones bacterianas del testigo
enfermo AGDIA diluido en 10°, 10° y 10* UFC/ml (v/v), todos en tampén de extraccion.
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Para esta Ultima prueba, y en cada concentracion bacteriana se realizd un analisis
estadistico de varianza a través de modelos lineales mixtos para comparar los niveles de
absorbancia entre los diferentes reactivos. Los sistemas quedaron definidos como la
combinacion de los factores reactivos (AGDIA y AsXf.4), las concentraciones del
extracto de planta sana 1/10 y 1/30, las tres concentraciones bacterianas probadas (104,
10°, 108 UFC/mI) y dos tiempos de lecturas (60 y 120 min).

Respuesta de dos cultivares de olivo frente a la infeccion con X,
fastidiosa

Para verificar la patogenicidad de la bacteria en plantas de olivo, se realizaron
pruebas de transmision que consistieron en inoculaciones mecanicas a partir de la cepa
OLI17A en plantas de olivo de los cvs. Arauco y Frantoio, previamente corroborada su
sanidad por PCR. Los cultivares elegidos para estas pruebas fueron seleccionados de
acuerdo al grado de susceptibilidad-tolerancia (Arauco-Frantoio) hacia la infeccién
ocasionada por V. dahliae que se tomd como referencia para la comparacion y
extrapolacion en relacion a X. fastidiosa. EI comportamiento de un cultivar frente a V.
dahliae ha sido basado como criterio de seleccion de genotipos para ser evaluado frente
a X. fastidiosa (Leon et al., 2019).

Para la preparacion del in6culo se emplearon 12 cajas de cultivo bacteriano en
medio BCYE donde crecian las colonias de la cepa OLI17A C6 (4" repique). Las mismas
fueron extraidas con un ansa en rulo o Kolle y los loops bacterianos fueron colocados en
un tubo que contenia 500ul de tampon fosfato de potasio estéril 0,05M, pH: 7,2. Luego,
se ajustd a una concentracion de 5,2 x 108 UFC/mI obteniendo 550ul totales que fueron

inoculados en ambos cultivares.

El procedimiento fue el siguiente: se inocularon 11 plantas de olivo cv. Arauco
(considerado susceptible) y 11 del cv. Frantoio (calificada como tolerante) de 1 afio de
edad fenologica, y como control sano 3 plantas de cada cultivar con tampon fosfato de
potasio. EI método de inoculacién que se emple6 fue el denominado pinprick (pinchazo

de alfiler) (Lopes et al., 2005) contemplando el protocolo establecido por Saponari et al.
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(2017). Los puntos de inoculacion-Pl fueron 3 nudos consecutivos del tallo
principal (mediante el empleo de una aguja hipodérmica estéril), realizando hasta 5
pinchazos en cada PI e introduciendo 7ul de inoculo en cada Pl (Figuras 5.1 y 5.2). En
plantas de dos ejes se realizaron en total 6 inoculaciones, mientras que en aquellas plantas
de un Unico tallo se efectuaron 3 inoculaciones, este procedimiento se respeto para ambos

cultivares.
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Figura 5.1. A. Olivo cv. Arauco de 1 afo de edad fenoldgica. B. Colocacion de una gota de
7ul del in6culo X. fastidiosa subsp. pauca, cepa OLI17A sobre la epidermis del tallo principal
de cada planta. C. Técnica pinprick (pinchazo de alfiler), en el cual se realizé hasta 5 pinchados
en cada entrenudo para el ingreso de dicha gota al sistema vascular (xilema). C. Punto de
inoculacion (PI) en los tres nudos consecutivos de cada rama principal
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Figura 5.2. Sefializacion de la zona de inoculacién donde se realiz6 el pinprick
(pinchazo de alfiler) en cada rama de plantas de olivo cv. Arauco (A) y cv.
Frantoio (B). Cada flecha roja indica el Pl

Todas las plantas del ensayo fueron mantenidas en invernadero a temperaturas entre
32-38°C, riego a capacidad de campo dos veces por semana, libre de insectos y
monitoreadas en espera del desarrollo de sintomas. Las plantas inoculadas con la bacteria
fueron evaluadas por gPCR empleando los cebadores de Harper et al. (2010, erratum
2013) (XF-F, XF-R y sonda XF-P); FAO-IPPC, 2018 y cebadores que amplifican una
parte del gen citocromo oxidasa de plantas (COX) (Tabla 5.1 y 5.2) como control interno
positivo para evaluar la calidad de los extractos de ADN vegetal y la mezcla de dicha
reaccion (Li et al., 2006). Se consider0 positiva la reaccion hasta un ciclo umbral (Ct) de
33 (Tabla 5.3). En las plantas con dos ramas inoculadas se analizé por separado cada
rama. Este procedimiento fue contemplado de esta manera debido a que se desconoce la
distribucion de la bacteria dentro de la planta. Se tomaron hojas ubicadas en los Pl (a) y
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del nudo superior (b) para el primer analisis (3 meses) y de los nudos siguientes (b) para

los 7 meses, 12 meses, 1 afio y 4 meses y 2 afios.

Tabla 5.1. Secuencia de cebadores y sondas para gqPCR empleados en la deteccion de X.
fastidiosa

Tipo Nombre Sentido Referencias
del cebador (5-3)
Forward (for.) XF-F CACGGCTGGTAACGGAAGA Haroer of f
Reverse (rev.) XF-R GGGTTGCGTGGTGAAATCAAG (2018 ar
Sonda XF-P  6-FAM-TCGCATCCCGTGGCTCAGTCC- egat“m
BHO-1 013)
Forward (for.) COXf GTATGCCACGTCGCATTCCAG _
Reverse (rev.) COXr GCCAAAACTGCTAAGGGCATTC Lietal,
Sonda COXp TET/ATCCAGATGCTTACGCTGG/BHQ 2 2006

Tabla 5.2. Protocolo gPCR vy ciclado para Xylella fastidiosa con cebadores Harper et al.
(2010, erratum 2013) (XF-F/XF-R) y control interno (COX)

Reactivos Concentracion  Concentracion  Cantidad de
final /reaccién  de reactivo reactivo/reaccion (ul)
Tampoén 1x 5X 5ul
MgCl; 4 mM (2,5 25 mM 0,5 ul
mM)
dNTPs 0,2 mM 5mM 0,5 ul
Cebador XF-F 0,3uM 3 uM 2,5 ul
Cebador XF-R 0,3 uM 3 uM 2,5 ul
Sonda XF-P 0,1 uM 1uM 2,5 ul
COX-F (control interno) 0,30 uM 6 uM 1,25 ul
COX-R (control interno) 0,30 uM 6 uM 1,25 ul
Sonda COX-P (control interno) 0,15 uM 3 uM 1,25 ul
Tag. DNA Polimerasa Promega 1,0 U 5 U/l 0,2 ul
ADN molde 2ul
AGUA sin nucleasas c.s.p. 25 pl 3,05 pl
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Tabla 5.3. Condiciones de ciclado para los cebadores Harper
et al. (2010, erratum 2013)

Etapas T°C Tpo Ciclado
Desnaturalizacion inicial 95 10 min.
Desnaturalizacion 94 10 seg.

G, o . x 39
Hibridacion (T° Anneling) 62 40 seg. ciclos

Analisis estadistico

Se realizd un estudio estadistico correspondiente a un modelo de analisis de
regresion logistica con valores de variables binarias 0 (QPCR negativo) y 1 (qPCR
positivo), evaluando la probabilidad de obtener valores positivos para X. fastidiosa en
ambos cultivares, de los diferentes sectores de las plantas analizadas (muestras) y en los

distintos periodos de tiempos evaluados.

Postulados de Koch

Se efectud el re-aislamiento de la bacteria en el cv. Arauco a los dos afios de
realizadas las inoculaciones. El procedimiento fue el mismo que el llevado a cabo en el
Capitulo 2 del apartado: Métodos de aislamiento y evaluacion de diferentes medios de
cultivos especificos, empleando el BCYE (Schaad et al., 2004; Krugner et al., 2014). Para
la comprobacion de las colonias obtenidas se utilizaron los cebadores generales para X.
fastidiosa. Segun Saponari et al., (2017), la bacteria debe ser re-aislada de tejidos

sintomaticos alejados del punto de inoculacion para completar los postulados de Koch.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Elaboracion de antisueros para la deteccion de X. fastidiosa

Técnica NC ELISA

De los sueros obtenidos, se obtuvo un volumen total de 169 ml (Tabla 5.4).
Respecto a la prueba del preinmune se observo que las membranas de nitrocelulosa no
quedaron totalmente bloqueadas ya que se visualizé un halo oscuro donde se sembraron
los testigos sanos de olivo y almendro (Figura 5.3). Esto podria deberse a los compuestos
fenolicos y /o aceites esenciales que producen estos frutales (Mubhittin y Hakan, 2018).
Respecto a las demas suspensiones bacterianas no se observo reaccion con Xanthomonas

spp. ni X. fastidiosa.

Tabla 5.4. Volumen obtenido en cada sangria de las dos conejas

Suerol Suero2 Suero3 Suero4 Suero5 Suero6 Suero7

(ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml)

Total 26 22 37 32 14 14 24
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TS planta citrico

TS planta olivo

TS planta almendro

Susp. bacteriana de Xanthomonas spp.

Susp. bacteriana de olivo 1

Susp. bacteriana de olivo 2

Tampoén

Figura 5.3. Prueba de suero preinmune por la técnica Dot Blot realizado en dos
membranas, empleando suspension bacteriana de X. fastidiosa de la cepa
OLI17A, de Xanthomonas spp. y extracto de planta sana de olivo, citrico,
almendro y tampdn de extraccién

Titulacion y comparacion de sueros obtenidos

El tratamiento con cloroformo, permitio eliminar la reaccion inespecifica presente
en las muestras sanas, reaccion observada en el preinmune principalmente de olivo y
almendro, en los sueros analizados. Segun se muestra en la Figura 5.4, empleando el suero
AsXf.1 en dilucion 1/1000 no hubo reaccion con planta sana y se observé una reaccién
nitida del testigo enfermo. Esta mejora que se realiz6 sobre la técnica Dot Blot se
implemento para el resto de las pruebas realizadas posteriormente con los demas sueros

empleados.
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De las titulaciones realizadas por Dot Blot con los diferentes sueros obtenidos
(AsXf.1-7), se pudo observar que existe una respuesta importante de dichos sueros frente
a extractos de planta enferma de olivo y suspensiones de X. fastidiosa de almendro y olivo
y ausencia de reaccion frente a planta sana, al eliminar la coloracion inespecifica una vez
tratadas con cloroformo. A continuacion, se mencionan las diluciones probadas para cada
suero en dicha técnica, utilizando a partir de las mismas y en adelante, el tratamiento con

cloroformo.

A B C
TE . i
susp. bacteriana | s almendro
e :||
TSolivo | TSolivo
TS citrico r' TS citrico

TE ext. vegetal planta OLI17A

TE ext. vegetal planta P
OLI17A ® —

Tampoén
T T e extraccion
Tampo6n
extraccion Membrana 3:
c/cloroformo
2:1

Membranas 1y 2:
s/cloroformo 2:1

Figura 5.4. Técnica Dot Blot. A y B. Membranas de nitrocelulosa sin tratamiento con
cloroformo. C. Membrana con tratamiento de cloroformo empleando la dilucion
1/1.000 del suero AsXf.1
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El suero AsXf.1 en las diluciones 1/5000,1/10000, 1/15000 y 1/20000, detect6 X.
fastidiosa en el extracto de planta enferma de olivo y en la suspension bacteriana de las

cepas OLI17A y ALM4. No se detectd reaccion inespecifica en los testigos sanos.

Los sueros AsXf.2 y 3, fueron probados individualmente con diluciones seriadas
desde 1/20000 hasta 1/320000, reaccionando el extracto de planta enferma de olivo hasta
1/160000 (reaccion muy suave que no se logra apreciar en la figura) y la suspension
bacteriana hasta la maxima dilucién probada (Figura 5.5).

A B C D E
Tampon
TS
TE
Susp. bact.
1/20000 1/40000 1/80000 1/160000 1/320000

Figura 5.5. Técnica Dot Blot en membranas de nitrocelulosa. Deteccion de X. fastidiosa,
utilizando diluciones de 1/20000, 1/40000, 1/80000, 1/160000 y 1/320000, de los sueros
AsXf.2. TS: testigo sano, TE: testigo enfermo, Susp. bact.: suspension bacteriana

Los sueros AsXf.4, 5y 6, fueron titulados en las diluciones seriadas desde 1/80000

hasta 1/1280000, detectando la bacteria en la suspension hasta 1/160000 y en el extracto
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de planta de olivo enfermo hasta la maxima dilucion probada, sin manifestar color

(reaccion inespecifica) el testigo sano.

El suero AsXf.7 detecto la bacteria en extracto de planta enferma en diluciones de
1/50000, 1/1000000, 1/1500000, 1/2000000 y 1/2500000.

El analisis comparativo de los 7 sueros obtenidos (AsXf.1-7) a través de PTA
ELISA, permiti6 observar la mayor diferencia entre TS y TE de las distintas sangrias, en
la dilucion 1/2000, seleccionando el suero 4 (AsXf.4) por obtener el valor mas alto de
absorbancia, para la puesta a punto de la técnica DAS ELISA. Para los distintos sueros se
empezaron con las diluciones que normalmente se emplean 1/1000 hasta 1/8000, pero
como en las maximas diluciones el suero seguia reaccionando, en las siguientes pruebas
se aumentaron las diluciones, a pesar de eso las diluciones de los sueros superaron los
valores probados. Estos resultados eran los esperables. Existen antecedentes previos en
la obtencion de sueros y resultados comparables como las que se hicieron aqui. En el afio
2013, en el laboratorio del IPAVE-INTA se elabord otro suero para la deteccion de la
bacteria Leifsonia xyli subsp. xyli agente causal del raquitismo de las socas 0 RSD (Ratoon
Stunting Disease). Este suero arrojé resultados comparables y muy satisfactoreos
(Tolocka et al., 2014; Tolocka et al., 2016).

Implementacion de la técnica serologica DAS ELISA para el
diagnostico de X. fastidiosa

Primera prueba: Los testigos enfermos reaccionaron en la dilucion empleada y la
concentracion 1/1000 de la 1gG dio valores de absorbancia més altos con las diluciones
del conjugado 1/500 y 1/1000 que con 1/2000.

Segunda prueba: En esta prueba los resultados del reactivo AsXf.4 fueron
adecuados con las diluciones de la IgG y conjugado 1/1000, donde se observd diferencias
en cuanto a valores de absorbancia entre el testigo enfermo OLI17A vy los testigos sanos.

Los valores de absorbancia correspondiente a la dilucion 1/100 (p/v) del extracto vegetal
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fueron més altos que 1/10, lo que se atribuyo a inhibicion por el material vegetal
molido. Las diluciones de X. fastidiosa de 10% 10°y 10° UFC/ml tuvieron mejor respuesta

en cuanto a reaccion, prolongando la incubacion a 4 horas en lugar de 2 horas.

Tercera prueba: El reactivo AsXf.4 detecto X. fastidiosa en forma especifica, sin
observarse reacciones cruzadas con las bacterias patdgenas evaluadas: X. citri subsp. citri,
P. fluorescens, A. avenae, P. savastanoi. El kit comercial reaccion¢ satisfactoriamente

dando valores mas altos de absorbancia.

Cuarta prueba: El kit comercial AGDIA reaccion6 con valores de absorbancia méas
altos que el reactivo AsXf.4 y se observo inhibicion en la dilucién del extracto 1/10 en
ambos sistemas. De las dos diluciones de IgG a partir del AsXf.4 empleadas, se obtuvieron
resultados satisfactorios en la dilucion de IgG 1/1000, dando valores muy bajos de
absorbancia en los controles sanos y observandose inhibicién en la dilucion 1/10 de planta
enferma, presentandose los mayores valores de absorbancia, en las diluciones de 1/50 y

1/100 (resultados no mostrados).

Quinta prueba: Se comprob6 que hay inhibicion en extracto de planta enferma 1/10
(p/v) y también en la suspensién de X. fastidiosa en extracto de planta sana 1/10, debido
a que se obtuvieron valores de absorbancia méas bajos que 1/50 y 1/100 para ambos
sistemas. Estas dos ultimas diluciones dieron valores de absorbancia muy semejantes.
(Tabla 5.5y 5.6)
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Tabla 5.5. Esquema de siembra de las muestras analizadas en placas de poliestireno
mediante la técnica DAS ELISA con reactivo AsXf.4 y kit AGDIA

1 2 3 4 5 6
A blanco Al A2 A3 A4 T
B T B5 B6 B7 B8 T
c T C9 C10 Ci11 C12 T
D T D13 D14 D15 D16 T
E T E17 E18 E19 E20 T
F T F21 F22 F23 F24 T
G T G25 G26 G27 G28 T
H T H29 H30 H31 H32 T

i Referencias:

T: tampon extraccion

i A1-A2: suspension bacteriana AM2-Angelina 1/100

{ A3-A4: suspension bacteriana OLI17A 1/100

i B5-B6-F23: suspension bacteriana AM2-Angelina 1/100 en testigo sano A 1/10
B7-B8-F24: suspension bacteriana OLI17A 1/100 en testigo sano A 1/10

i C9-C10: suspension bacteriana AM2-Angelina 1/100 en testigo sano A 1/50

i C11-C12: suspension bacteriana OLI17A 1/100 en testigo sano A 1/50
D13-D14: suspensidn bacteriana AM2-Angelina 1/100 en testigo sano A 1/100
i D15-D16: suspension bacteriana OLI17A 1/100 en testigo sano A 1/100

i E17-E18: suspension bacteriana AM2-Angelina 1/100 en testigo sano B 1/10
E19-E20: suspensidn bacteriana OLI17A 1/100 en testigo sano B 1/10

i F21-F22: suspension bacteriana AM2-Angelina 1/100 en testigo sano B 1/50
G25-G26: suspension bacteriana OLI17A 1/100 en testigo sano B 1/50

i G27-G28: suspension bacteriana AM2-Angelina 1/100 en testigo sano B 1/100
i H29-H30: suspensién bacteriana OLI17A 1/100 en testigo sano B 1/100

H31: testigo sano 1/10

i H32: testigo enfermo (kit)
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Tabla 5.6: Valores de absorbancia a una longitud de onda de 405 nm (A405)
obtenidos con el reactivo AsXf.4 y el kit AGDIA a la hora y 45 min

AsXf.4 (1 hsy 45 1
min)
A 0 1,734 | 1516
B
C
D 1,444 1413
E 0,352 0,322
F 0,921 0,864
G 0,015 0,017
H 0,019 0,015
Kit AGDIA (1 hs
y 45 min)
A 0 1,255 1,205 0,065 0,064
B 0,341 0,326 0,044 0,046
C 1,049 1,003 0,055 0,054
D 1,185 1,185 0,048 0,058
E 0,336 0,333 0,04 0,042
F 0,882 0,874 0,324 0,047
G 0,058 0,056 1,165 1,024
H 0,06 0,061 0,045 40

Sexta prueba: Las comparaciones del reactivo AsXf.4 en dilucion 1/200 igual al del
kit AGDIA (dilucion de uso) fueron satisfactorias. Hubo inhibicidn con extracto de planta
enferma molida 1/10 (p/v) y suspensiones de X. fastidiosa diluidas en extracto de planta
sana 1/10, en ambos sistemas. A su vez, a la hora de reaccion, todas las muestras fueron
reconocidas con ambos reactivos en la concentracion 10® UFC/ml. La dilucion 10°
UFC/ml fue reconocida sélo en la dilucion 1/30 con ambos sistemas (AsXf.4 y AGDIA).
A las dos horas de reaccion, el AsXf.4 en la dilucién de extracto 1/30, fue estadisticamente
igual al kit comercial en sus lecturas a la hora de reaccion en las concentraciones 10°y
10% UFC/ml. En cambio, 10* UFC/mI no fue reconocida para ninguno de los reactivos
(Tabla 5.7).

El olivo es una planta que contiene sustancias, principalmente compuestos

fendlicos que pueden causar inhibicion en las pruebas de diagnostico. Los resultados
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obtenidos en este estudio coinciden con lo expuesto por Gorris (com. pers., 2020) quien
menciona la dificultad que presenta el material de olivo para su analisis en el DAS ELISA,
siendo importante una mayor dilucion del extracto. Los protocolos comerciales (AGDIA)
indican trabajar con la muestra en diluciones de 1/10 (p/v); sin embargo, en este trabajo
se comprobd que con una dilucion 1/30 se obtienen valores de absorbancia mayores,

evitando de esta manera falsos negativos.

Tabla 5.7. Respuesta de los reactivos AsXf.4 y AGDIA frente a diferentes
concentraciones de suspensiones de X. fastidiosa y tiempos de lectura

Tiempos .. .. Concentracion bacteriana (UFC/ml)
de D”éjcllon Reacti 10 10° 10°
e eactivos
Iect_ura extracto
(min) Abs. E.E. Abs. E.E. Abs. E.E.
AGDIA 0,05 0001 ¢ 010 001 ¢ * 035 005 c * **
1/10 ;
" AsXf4 002 0001 b 003 001 e 0,16 002 d * **
1
. AGDIA 006 0010 ¢ 019 004 ab * ** 061 009 b * **
AsXf4 002 0,002 b 007 001 d * ** 0,36 006 c * **
110 AGDIA 009 0001 a 020 001 a * ** 065 010 b * **
60 AsXf4 002 0,002 b 005 001 de * 029 003 ¢ * **
AGDIA 910 0010 a 036 007 a * ** 1,11 014 a * **
1/30 Asxf4 002 0002 b 012 001 be * ** 065 008 b *

* Media estadisticamente diferente a la media de los testigos (0,09 para AGDIA a los 120 minutos y 0,05
para AGDIA alos 60 minutos. 0,02 para AsXf.4 en ambos tiempos). Abs.: absorbancia; EE.: error estandar.
** Media estadisticamente diferente a dos veces la media de los testigos (0,18 para AGDIA a los 120
minutos y 0,10 para AGDIA a los 60 minutos. 0,04 para AsXf.4 en ambos tiempos). Abs.: absorbancia;
EE.: error estandar.

No se observo reaccion con proteinas de plantas sanas (testigos sanos), confirmando
asi que el reactivo AsXf.4 pudo reconocer especificamente antigenos de X. fastidiosa. Con

la dilucidn 1/200 de IgG y conjugado, se obtuvieron muy buenos resultados.

Ademas, se determind que a mayores tiempos de lectura (2 hs de reaccion) el
reactivo AsXf.4, tendria un mejor comportamiento que a la hora de incubacion,
equiparandose de esta manera, con el kit comercial. Respecto a este ultimo, se observo en

la placa de polietileno coloracion en los testigos sanos, aumentando sus valores de
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absorbancia a las dos horas, no sucediendo lo mismo en la placa donde se encuentraba el

reactivo AsXf.4, donde los testigos sanos se mantuvieron incoloros.

Con respecto a la especificidad, no se obtuvieron reacciones cruzadas con las

bacterias patdgenas evaluadas.

El reactivo AsXf.4 ademés de ser probado en el laboratorio del IPAVE-INTA se
verifico su eficacia de deteccién por la Dra. Marco Noales responsable del laboratorio de
Bacteriologia del Centro de Proteccion Vegetal y Biotecnologia del Instituto Valenciano
de Investigaciones Agrarias (IVIA) de Valencia, Espafa. Utilizé la técnica serologica
DAS ELISA en una dilucion de 1/800 de IgG y conjugado con diluciones de 108, 107,
108, 10° y 10* UFC/ml de X. fastidiosa proveniente de citrico, almendro y olivo. También
se probd con este reactivo dos cepas de Xanthomonas arboricola pv. pruni, una de
Erwinia amylovora, una de X. fastidiosa subespecie pauca, de cafeto (CFBP 8072,
Ecuador) y tres de la subespecie fastidiosa proveniente de almendro (LMG 15099, Florida
USA), vid (LMG 17159, California USA) y cerezo (IVIA 5235, Islas Baleares Esparia)
(E. Marco Noales y T. Gorris, com. pers., 2020).

El ensayo permitié visualizar reaccion de nuestro reactivo hasta la dilucion de 1.10°
UFC/ml de X. fastidiosa procedente de olivo y hasta 1.10° UFC/ml de la bacteria
provenientes de citricos y almendro. Ademas, reconocio todas las cepas de X. fastidiosa,
de las dos subespecies probadas: pauca y fastidiosa. Respecto a la especificidad de los
patdgenos evaluados, hubo una leve reaccion cruzada con E. amylovora. Cabe consignar
que, el reactivo comercial AGDIA presenta reaccion cruzada con Pseudomonas syringae
pv. syringae y X. arboricola pv. pruni (EPPO, 2018). Se resalta la importancia de esta
evaluacion donde fue corroborado lo consistente y robusto del sistema que se elaboré. En
comparacion con los antisueros monoclonales especificos, que mencionan que la
sensibilidad y especificidad es mayor en un orden de magnitud menor (10* UFC/ml) en
comparacion con el sistema AGDIA (Gorris et al., 2021).
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Respuesta de dos cultivares de olivo frente a la infeccion con X.
fastidiosa

Se observé gque la metodologia empleada fue apropiada para esta especie lefiosa y
que el indculo inyectado de X. fastidiosa cepa OLI17A fue viable, dado que a partir de
los 3 meses de efectuadas las inoculaciones, se obtuvieron resultados positivos por gPCR
en el cv. Arauco, considerado susceptible a la bacteria, y no asi en el cv. Frantoio. Hubo
traslocacion de la bacteria por los vasos xilematicos, ya que fue detectada en los nudos
subsiguientes al ultimo PI; ésto se considera de importancia para saber si la bacteria se
multiplic6 en la planta o s6lo quedo6 ocluida en los PI. En el caso de la planta N°7, X.
fastidiosa no progres6 ya que no fue detectada por gPCR en los siguientes andlisis por
encima del dltimo P1. También es importante mencionar que la planta N°12 fue positiva
para X. fastidiosa en los sectores analizados y en todos los periodos de tiempo evaluados,
obteniendo el valor mas bajo de Ct 20,09 a los 3 meses de inoculacion, presentando alta
concentracion bacteriana. Le sigue en orden de importancia, la planta N°2 con un Ct 24,43

a los 24 meses de realizados las inyecciones (Tabla 5.8).

En relacion a la sintomatologia observada, los primeros sintomas de clorosis y
necrosis apical denominada “punta de flecha”-PF, que seria atribuible a la bacteria,
empezaron a manifestarse en plantas del cv. Arauco a partir del afio y cuatro meses, como
una pequefia necrosis apical en algunas hojas (Figura 5.6) y a los 2 afios de inoculacion,
se vieron sintomas mas marcados donde se detectd el secado de las hojas superiores de la
rama principal de las plantas (Figura 5.7), como se observa a campo en plantaciones
infectadas con la bacteria. En el caso del cv. Frantoio solo se observé amarillamiento en
las hojas. El tiempo de aparicion de los sintomas coincide aproximadamente con lo
indicado en el trabajo de Saponari et al. (2017). Se comprobd que la sintomatologia
observada en las plantas infectadas bajo condiciones controladas en invernadero coincidia
con la de plantas enfermas con X. fastidiosa presente en plantaciones comerciales a
campo, teniendo un rol importante como agente causal de la enfermedad. Esta
problematica se acentta en algunos casos con la presencia de V. dahliae y con condiciones
ambientales favorables para la bacteria (como la prevalencia de inviernos suaves), que

permiten su supervivencia. A su vez, la presencia de un insecto-vector eficiente para la
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transmision y el abandono de las fincas invadidas por malezas, ponen en riesgo la
superviviencia del cv. Arauco originario de Argentina, y muy apreciado no sélo por sus

atributos organolépticos del aceite sino también como aceituna de mesa.

Figuras 5.6. Presencia de sintomas incipientes de necrosis
en el borde y zona apical en hojas por encima de los puntos
de inoculacién en plantas cv. Arauco a los 16 meses del
momento de inoculacion con la suspension de X.
fastidiosa
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Figura 5.7. Sintomas de rama seca en el extremo y necrosis apical-
PF en la planta N°19 cv. Arauco (A, B, C, D). Presencia de sintomas
de clorosis con puntos necroticos y necrosis apical en hojas de la
planta N°12 cv. Arauco (E). En ambas plantas se observaron estos
sintomas a los 24 meses del momento de inoculacion con la bacteria

De acuerdo a los resultados obtenidos por qPCR, se detectd a los 3 meses de
realizadas las inoculaciones, analizando el Pl y nudo superior, 2 plantas enfermas (7 y
12) correspondiendo un 18% del total, a los 7 meses, analizando el segundo nudo desde
el PI, 5 plantas resultaron positivas (2, 6, 8, 12 y 13), lo que representa un 45%. Los

analisis realizados al afio, contemplando el tercer nudo desde el Pl, 2 plantas fueron
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positivas para la bacteria (10 y 12), dando un 18%. El andlisis del afio y 4 meses, tomando
hojas del cuarto nudo desde el PI, dié 6 plantas positivas (54%), en ese momento se
observd la aparicion de los primeros sintomas de la enfermedad. El dltimo gPCR
realizado a los dos afios, detectd la bacteria en el quinto nudo desde el PI, en 9 de las 11
plantas del cv. Arauco analizadas (82%), esto significa que en 9 plantas infectadas hubo
traslocacion de la bacteria traves de los vasos xileméticos en 5 nudos consecutivos de la
rama, y la manifestacion de sintomas en este periodo fue mucho méas marcada con ramas
secas en los extremos de las plantas infectadas. La planta 7 s6lo dio positiva a X. fastidiosa
en el andlisis efectuado a los 3 meses, luego fue negativa en las sucesivas evaluaciones
posteriores, lo que significa que el patdgeno estaba en el Pl, pero luego no se trasloco por
la planta. Y la planta 5 no dio positiva por gPCR a los dos afios de realizadas las
inoculaciones, que se explica que, por algin motivo desconocido, la bacteria no continto
multiplicAndose en el hospedante. Respecto al cv. Frantoio, solo una planta fue positiva
a los 2 afos sin manifestacion de sintomas (Tabla 5.8). Es importante mencionar, que la
planta N°12 fue detectada como positiva en todos los tiempos evaluados. Otras plantas no
tuvieron los mismos resultados esperados en determinados periodos evaluados, dando
registros valores negativos por gPCR, como las plantas N° 6, 8 y 13 que dieron registros
negativos al afio de inoculadas, después de haber dado positivo a los 7 meses. Sin
embargo, en los siguientes analisis (16 y 24 meses) se detectd la bacteria en los nudos
consecutivos. Esto es debido a que la velocidad de multiplicacion de la bacteria dentro de
la planta no es homogénea y varia con el tiempo. Los controles sanos de ambos cultivares

utilizados en el ensayo, se mantuvieron negativos en todos los momentos analizados.
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Tabla 5.8. qPCR positivos (+) para X. fastidiosa en plantas de olivo cv. Arauco y
Frantoio en diferentes momentos de analisis en relacién a los dias desde la inoculacién

Cultivar Periodos de tiempos evaluados
3 meses 7 meses 12 meses 16 meses (CT) 24 meses
Arauco (CT (CT) (segundo (CT (cuarto nudo (CT)
(Pl +nudo  nudo desde el (meses desde el PI) (quinto nudo
superior) PI) (tercer nudo desde el PI)
desde el PI)
Planta N°1 ) ) ) ) (+)
30,99
c/sintomas
Planta N°2 () (+) ) ) (+)
28,86 24,43
(b) c/sintomas
Planta N°5 ) ) ) (+) )
32,56
c/sintomas
Planta N° ) (+) ) (+) (+)
32,46 29,58 26,22
(b) c/sintomas c/sintomas
Planta N°7 (+) ) ) ) )
28,50 (a)
29,19 (b)
(s/sintomas)
Planta N°8 ) (+) ) (+) (+)
31,00 31,38 30,99
c/sintomas c/sintomas
Planta N°10 ) ) (+) ) (+)
31,26 26,44
c/sintomas
Planta N°12 (+) (+) (+) (+) (+)
20,09 (a) 27,48 31,26 31,89 (b) 29,01 (b)
(b) (b) (c/sint. (c/sint. méas
incipientes) marcados)
Planta N°13 ) (+) ) (+) (+)
30,61 31,68 30,87
c/sintomas c/sintomas
Planta N°14 ) ) ) ) (+)
28,97
c/sintoma
Planta N°19 ) ) ) (+) (+)
30,63 26,34
c/sintomas c/sintomas
Frantoio
Planta N°11 ) ) ) Q) (+)

32,11 s/sintoma
Nota: a: Se extrajeron para el analisis peciolo y nervadura principal de las hojas en los 3 Pl (aprox. eran
entre 2 a 6 hojas). b: Se extrajeron peciolo y nervadura principal de las hojas subsiguientes por encima del
altimo PI (aprox. eran entre 1 0 2 hojas) y de los siguientes nudos
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Los resultados de patogenicidad obtenidos en este estudio son semejantes a los
logrados en los ensayos realizados por Saponari et al. (2017), que sefiala que los sintomas
iniciales en invernadero (marchitez, desecacion y muerte progresiva) comenzaron a
aparecer al afio de realizada las inoculaciones en el cv. Cellina Di Nardo considerado
altamente susceptible a X. fastidiosa, como sucede en Argentina con el cv. Arauco. A los
13-14 meses, los sintomas progresaron rapidamente y a los 24 meses el cv. Cellina Di
Nardo mostro los brotes superiores completamente secos, tal como sucedié con tres
plantas del cv. Arauco utilizada en nuestros analisis (6, 10 y 19). El cv. Cellina Di Nardo
fue altamente susceptible a la bacteria con la aparicion de una marcada sintomatologia
que seria atribuida a una mayor concentracion bacteriana. Respecto a los otros cultivares
evaluados en ese ensayo, la aparicion de sintomas en los cvs. Leccino y Frantoio, fue
recién a los 2 afios. Se menciona segun estos investigadores, que el periodo de latencia de
la bacteria en plantas jovenes de olivo (12 6 18 meses) puede exceder el afio debido a que
es mas lenta la colonizacién de la bacteria en olivo que en citricos y vid (Saponari et al.,
2017). El comportamiento a invernadero que tuvo el cv. Arauco en cuanto a la
sintomatologia observada en nuestro ensayo fue semejante a los obtenidos con el cv. Celia

Di Nardo en Italia al cabo de los 2 afios.

Se observo en fincas de Aimogasta donde se realiz6 un seguimiento continuo en
plantas enfermas del cv. Arauco de més de 50 afios, un aumento progresivo de la
sintomatologia en poco tiempo debido a una mayor colonizacion de la bacteria,
ocasionando la muerte de ejemplares con marcado deterioro. Hubo una alta correlacion
entre la presencia de la bacteria en las plantas analizadas y la sintomatologia observada a
campo (M. Paccioretti, com. pers., 2018). Por lo anterior, se considera que el cv. Arauco
seria altamente susceptible a la infeccion ocasionada por la bacteria (Paccioretti et al.,
2015). Relacionando a otros hospedantes, los sintomas en naranjo suelen aparecer 4-10
meses después de la inoculacion, mientras que en vid aparecen a los 2 6 4 meses, pero en
cafeto pueden tardar en visualizarse hasta 1 ¢ 2 afios. En el caso de olivo se ha observado
que los sintomas en invernadero tardan hasta 12 meses (Saponari et al., 2017).

A campo, los ataques por la cepa De Donno (DD) causante del OQDS provoca la

muerte de los arboles a los pocos afios de la aparicion de los sintomas. Los cultivares
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locales altamente susceptibles 'Cellina di Nardd' y 'Ogliarola salentina' son los mas
afectados. Estos arboles sintomaticos se someten a una poda intensa para estimular un
nuevo crecimiento, pero la nueva vegetacion pronto se marchita y se seca (Martelli,
2016).

Analisis estadistico

Del anélisis estadistico de regresion logistica, se obtuvo un grafico que corresponde
a los datos de predichos por el modelo de regresion (Figura 5.8). En relacién a la pendiente
se observo que la tendencia de la curva es progresiva ascendente, demostrando que, por
cada dia de progreso de la enfermedad, aumenta la probabilidad de detectar esta patologia

en los periodos evaluados (3, 7, 12, 17 y 24 meses).

1.00

0.75-

0.50

P(X=1)

0.25

0.00-, . . . . . .
50 175 300 425 550 675 800

Dias desde la inoculacion

Figura 5.8. Andlisis de regresion. Probabilidad de que la reaccion de qPCR resulte
positiva en funcion de los dias desde la inoculacon en que se realizaron los andlisis
mediante esta técnica. Los datos en eje X corresponden a los dias desde la inoculacion y
los datos en el eje Y es la probabilidad P(x=1) de obtener un gPCR positivo
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La curva de progreso de la enfermedad estimada en el tiempo, fue explicada
mediante el siguiente modelo logistico: Se calcularon los intervalos de confianza para un
nivel de confianza del 95% de la proporcion de qPCR, evaluando si ésta es diferente de
cero. A continuacion, se indican con un asterisco, los dias desde la inoculacion donde la
proporcion de plantas del cv. Arauco con gPCR positivas fue diferente a lo obtenido en
el cv. Frantoio. Se obtuvieron diferencias significativas entre el cv. Arauco y el cv.
Frantoio (Tabla 5.9).

Tabla 5.9. Pardmetros evaluados en funcion de los cv. Arauco y Frantoio analizados en
funcion de los dias desde la inoculacion

Parametros Estimacion E.E. Wald Chi? p-valor

Constante -2.42 0.53 21.23 <0.0001
Fecha 3.40E-03 1.10E-03 10.12 0.0015
Dias desde
la LI (95%) LS (95%)

inoculacion

90 -0.04 0.22

210 0.07 0.47*

365 -0.04 0.22

480 0.11 0.53*

720 0.32 0.77*
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Postulados de Koch

Se logro re aislar la bacteria desde la planta N°19 en medio BCYE. Fue seleccionada
esa planta porque manifestd la mayor cantidad de sintomas (rama seca en el extremo
apical de la parte aérea) y tuvo uno de los Ct méas bajo a los 24 meses de realizada la
inoculacion (Ct 26,34), por lo tanto, una de las mayores concentraciones bacteriana. Se
obtuvieron muy pocas colonias incipientes, muy pequefias en algunas impresiones sobre
el medio mencionado a los 9 dias de realizado el aislamiento. Las caracteristicas
morfoldgicas de las mismas fueron similares a las citadas en la seccion de resultados del
Capitulo 3: aspecto translucido, convexo y opalescente, de borde circular, algunas con
margenes enteros y otros levemente ondulados, de aspecto superficial suave, de textura
viscosa, de tamarfio aproximado de 25 micras y carencia de pigmentos. Su identidad fue
confirmada a través de los cebadores generales RST31/33 para X. fastidiosa, completando
de esta manera los postulados de Koch, igualmente que en Italia segin Saponari et al.
(2017), demostrando, de esta manera, que la bacteria seria la causante del decaimiento
rapido de los olivos en las principales zonas afectadas, como en la localidad Aimogasta
del Dpto. Arauco. En la Figura 5.9, se muestra la amplificacién de tamafio esperado a la
misma altura del TE, confirmando la presencia de la bacteria que fue re-aislada de la
planta tratada. Por lo tanto, se puede confirmar que el patégeno X. fastidiosa subsp. pauca
es el responsable de ocasionar los sintomas observados tanto a campo como en
condiciones de invernaculo y que por consiguiente es el agente causal de la enfermedad
conocida internacionalmente como declinamiento subito del olivo (Olive Quick Decline
Syndrome-OQDS) (Figura 5.10).
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Agua TS C1 TE

Figura 5.9. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. C1:
Suspensidén de una colonia de X. fastidiosa proveniente de la
planta N°19 de olivo cv. Arauco que fue inoculada con la cepa
OLI17A, Agua: Control negativo, TS: testigo sano planta de
olivo, TE: suspension bacteriana de la cepa OLIL7A.
Marcador PM (Ladder100 pb). Foto: Tolocka, P.
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Se lograron reproducir los sintomas observados a campo...
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Se completaron los postulados de Koch M 4] |ograr re aislar la bacteria

Figura 5.10. Planta N°19 cv. Arauco infectada con X. fastidiosa subsp. pauca a partir de la cual se re-aislo el
patogeno. Fotos: Tolocka, P.
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CONCLUSIONES

. - El suero 4 (AsXf.4) detectd la presencia de la bacteria en todas las diluciones
probadas (hasta 1/1280000), resultando ademé&s especifico porque no reacciond en
presencia de otras suspensiones bacterianas. La respuesta inmunolégica fue en aumento
desde la 1™ hasta la 7 sangria. Ademas, con el agregado de cloroformo, fue posible
eliminar la reaccion inespecifica observada en las membranas con extracto de planta en

el suero preinmune y en las sangrias.

. - Los extractos vegetales de olivo preparados en una dilucién 1/30 (p/v) permiten
obtener mayores valores de absorbancia en casos positivos reduciendo la posibilidad de

falsos negativos.

. - El andlisis de DAS ELISA, utilizando el reactivo AsXf.4 y el kit AGDIA en
1/200, detectd a X. fastidiosa hasta la dilucion 1/1000 en extractos de plantas de olivo
enfermas, reconociendo la bacteria con bajos valores de absorbancia en una dilucion de
1/10000.

.- En DAS ELISA, el reactivo AsXf.4 reconocid a X. fastidiosa con sensibilidad y
alta especificidad y no reacciond frente a otras bacterias patdgenas de plantas, en
particular bacterias que afectan olivo, excepto una leve reaccion cruzada con E.
amylovora. Se estandariz6 una dilucion de uso de 1/200 para IgG y conjugado, y se
considera que a las dos horas de colocado el sustrato, seria el momento mas apropiado
para evaluar los valores de lectura de absorbancia, pudiéndose continuar con las mismas,

mientras los testigos sanos permanezcan estables.

. - Este antisuero policlonal elaborado a partir de una cepa local, permitio detectar
diferentes subespecies de X. fastidiosa en distintos hospedantes. Mediante la tecnica DAS
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ELISA reconoci6 cuatro cepas de X. fastidiosa, una de la subespecie pauca y tres de la
subespecie fastidiosa (pruebas realizadas en el laboratorio de Bacteriologia del Instituto

Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) de Valencia, Espafia).

. - Respecto a la patogenicidad, se confirma que el cv. Arauco es notablemente
susceptible a X. fastidiosa, no asi el cv. Frantoio, que se presentd como tolerante al
patdgeno. Los primeros sintomas de clorosis y necrosis apical de las hojas, empezaron a
manifestarse a los 16 meses y se fueron acentuando a los 24 meses con el secado de ramas
apicales. La severidad y el momento de aparicion de los sintomas difieren con el cultivar,
lo que confirma su reaccion diferencial. La sintomatologia y la aparicion de la misma en

Arauco fue similar al ensayo realizado con cv. Cellina Di Nardo en Italia.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES

. - En este trabajo se logré comprobar tres hipbtesis completas y una parcial ya que
no se detectd la bacteria en hospedantes alternativos. Se demostrd la presencia X.
fastidiosa en plantaciones de olivo de las provincias de La Rioja, Cérdoba, Catamarca y
Buenos Aires, faltaria la comprobacién molecular en esta provincia. En San Juan y
Mendoza, que son provincias de importancia olivicola, no fue hallado el patégeno, debido
a que las condiciones climaticas no serian las adecuadas para la supervivencia del
patdgeno. EI mayor decaimiento rapido de los olivares fue visto en la localidad de
Aimogasta (La Rioja), donde esta el foco de la enfermedad por la gran mortandad de

plantas encontradas; le sigue Coérdoba y luego Catamarca.

. - De un total de 568 muestras analizadas, provenientes de las principales
provincias productoras, se obtuvo un 39,6% de infeccion de X. fastidiosa en plantaciones
de Cérdoba (cultivares Arauco, Arbequina, Frantoio, Nevadillo), le sigue Catamarca con
33,3% (cv. Arauco) y La Rioja con un 32,7% (cultivares Arauco, Manzanilla, Coratina,

Picual, Arbequina); en San Juan, Mendoza y Rio Negro no ha sido detectada la bacteria.

. - De la sintomatologia observada (PF, coloracion verde opaco, entre otras) se
comprobd que es inespecifica, debido a que se analizaron muestras de hojas con sintomas
sospechosos y dieron negativas, de ahi la importancia de realizar su diagnéstico a través

de diferentes técnicas.

. - No fue encontrada en hospedantes alternativos como plantas ornamentales,

malezas u otros frutales muestreados en fincas de olivo infectadas con este patdgeno.

. - Se logro el aislamiento de tres cepas de X. fastidiosa: una proveniente de

almendro (Catamarca) en medio de cultivo PW, BCYE y PD3, apareciendo las primeras
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colonias aproximadamente a los 15-22 dias, y dos procedentes de olivo (La Rioja) que
crecieron unicamente en medio BCYE, surgiendo colonias incipientes a los 34 dias

posteriores a la siembra.

. - Respecto a la caracterizacion morfoldgica, bioquimica, serologica y molecular de las
cepas locales de X. fastidiosa, las caracteristicas morfologicas y dimensiones observadas
responden a lo citado en bibliografia. Respecto a las pruebas bioquimicas realizadas,
resulté ser Gram (-) en las tres cepas locales evaluadas y los Unicos test que resultaron
positivo para esta bacteria fueron la solubilidad en hidroxido de potasio (KOH) y la
reaccion de catalasa. Las colonias analizadas por DAS ELISA y PCR convencional, tanto
de almendro como las provenientes de olivo, resultaron positivas para ambas técnicas. Es
importante mencionar que el DAS ELISA es una técnica seroldgica robusta; sin embargo,
es necesario incluir pruebas moleculares para la deteccion de material vegetal
asintomatico en areas libres de la enfermedad o plantas madres de las cuales se va a

obtener el material de propagacién agamica.

. - Se logro caracterizar la subespecie de X. fastidiosa presente en olivo, citrico y
almendro, empleando el sistema de tipificacion MLST donde podemos concluir que,
hasta el momento, en el pais, se encuentra solamente la subespecie pauca. En fincas de
almendro (Catamarca) y olivo (Cérdoba) se determiné el ST78; en citrico (Corrientes) y
olivos (Catamarca, Cordoba y La Rioja) el ST69. Ambos tipos de secuencias solo estan

presentes en nuestro pal's.

. - De acuerdo al analisis filogenético, ST69 y ST78 se encuentran mas
estrechamente emparentados al ST65 de citricos de Brasil, y alejados del ST53, causante
de la enfermedad declinamiento subito del olivo (Olive Quick Decline Syndrome-OQDS),
ocasionado por X. fastidiosa subsp. pauca, considerada mucho maés agresiva en fincas

olivicolas del sur de Italia.

. - Con la técnica MLVA, se obtuvieron mayores numeros de repeticiones con los
microsatélites tradicionales reportados por Li et al. (2005) y Coletta Fihlo et al. (2001)
gue con los de CoDiRO (MP1/MP2/MP3) disefiados para la cepa ST53 de Italia.
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. - Las cepas AM2-Angelina, OLI17A y ALM4 manifiestaron diferencias de
acuerdo al polimorfismo observado en los perfiles de bandeo y al nimero de repeticiones
obtenido con el uso de los microsatélites tradicionales. Se logro visualizar una marcada
variabilidad genética en muestras que pertenecen al mismo grupo genético, incluso en

materiales provenientes de la misma regidn geografica de nuestro pais.

.- Con el andlisis del arbol filogenético empleando los cebadores tradicionales se
determind que las dos cepas de olivo (AM2-Angelina y OLI17) de la Rioja se parecen
entre ellas difiriendo de la de ALM4 procedente de Catamarca. Estos resultados fueron

semejantes a los obtenidos en las corridas electroforéticas de los cebadores mencionados.

. — Cuando se realizaron pruebas de combinaciones de cebadores para la deteccién
de microsatélites se observd mayor variabilidad con los RP3 que con los RP4, incluso en

muestras procedentes de un mismo hospedante como es el caso del olivo.

.- Las técnicas MLST y MLVA resultaron Utiles para diferenciar distintas variantes
genéticas de esta bacteria y para confirmar la subespecie presente en Argentina,
descantando hasta el momento otras subespecies como la fastidiosa causante de la
enfermedad de Pierce (PDB) en vid.

. - Es importante destacar que a partir de un aislamiento local de X. fastidiosa, fue
posible elaborar un antisuero policlonal (AsXf.4) que permite la implementacion de
reactivos de diagndstico seroldgicos para la deteccion de X. fastidiosa en olivo y en otras

especies vegetales, como almendro y citricos.

.- Mediante DAS ELISA, el reactivo AsXf.4 reconocio a X. fastidiosa con adecuada
sensibilidad y alta especificidad y no reaccion6 frente a otras bacterias patégenas de
plantas, en particular bacterias que afectan olivo, excepto una leve reaccion cruzada con
Erwinia amylovora. Ademas, se determind que a mayores tiempos de lectura (2 h de
reaccién) este antisuero, tendria un mejor comportamiento que a la hora de incubacion,
equiparandose con el kit comercial. Se estandarizé una dilucion de uso del AsXf.4 de
1/200 para IgG y conjugado enzimatico. Dado que, en las pruebas de diagndstico

realizadas en olivo, se observo que existe inhibicion, se aconseja macerar el tejido vegetal
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en diluciones de al menos 1/30 (p/v), para evitar falsos negativos. Este antisuero permitio

ademas, detectar diferentes subespecies de X. fastidiosa en distintos hospedantes.

. - El reactivo AsXf.4 obtenido permitié un diagndstico sensible y especifico de la
muestra a evaluar para detectar la bacteria, permitiendo testear gran cantidad de muestras
para la toma inmediata de medidas de erradicacion, realizando monitoreos periédicos por
SENASA en aquellas fincas donde todavia no se encuentra establecida la bacteria. Este
suero ademas de ser un método de diagnostico mas econémico comparado a las técnicas
de diagnostico molecular, permite el suministro continuo a otros laboratorios que realizan

analisis de diagndstico de la bacteria a nivel nacional.

. - Respecto a la respuesta de los dos cultivares de olivos infectados con la bacteria
se confirmd mediante qPCR la presencia de la bacteria a partir de los 3 meses de la
inoculacion en algunas plantas del cv. Arauco, no asi del cv. Frantoio que fue detectado
en una sola planta al final del ensayo. De un total de 11 plantas del cv. Arauco infectadas
con la bacteria, 9 resultaron positivas a X. fastidiosa (82% del total), mientras que sélo 1
planta del cv. Frantoio resulto positiva (9%), sin observarse la sintomatologia esperable
a los 2 afios de realizada la inoculacion. Se obtuvo diferencias significativas entre ambos
cultivares. Se demuestra asi, tanto con el numero de plantas infectadas como la
sintomatologia presente, que el cv. Arauco es mucho mas susceptible a este patégeno que
el cv. Frantoio, comportandose este ultimo como tolerante a la bacteria. Esta respuesta de
tolerancia/susceptiblidad bajo invernadero fue muy semejante al ensayo realizado en
Italia donde los cvs. Frantoio, Leccino y Coratina tuvieron un compotamiento mucho mas

tolerante que el cv. Cellina Di Nardo manifestandosé susceptible a la cepa De Donno.

. - Se lograron completar los postulados de Koch, al poder re aislar la bacteria a
partir de una de las plantas inoculadas, logrando reproducir los sintomas observados a
campo a partir de los 16 meses de ser inoculadas, donde los sintomas observados fueron

incipientes y a los 24 meses donde la sintomatologia fue mucho mas marcada.
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FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Este es el primer trabajo realizado en Argentina sobre X. fastidiosa en olivo,
aportandose informacion importante y sienta las bases para futuros trabajos que permitan

plantear adecuadas estrategias de manejo y de este patdgeno:

e Puesta a punto de técnicas de teledeteccion para la deteccion de la bacteria en
nuevas areas de estudio.

e Continuar con la busqueda de hospedantes alternativos.

e Caracterizacion mediante los sistemas de tipificacion empleados en este trabajo
de materiales provenientes de nuevas zonas productivas y otros hospedantes.

e Ensayos de tolerancia/susceptibilidad a campo de los cultivares mas importantes
a nivel comercial y presentes en el pais.

e Busqueda de genes de tolerancia en cultivares de olivo.

175



Publicaciones Cientificas derivadas de la Tesis

PUBLICACIONES CIENTIFICAS DERIVADAS DE LA TESIS

- Tolocka P. A., Guzman, F. A., Paccioretti, M. D., Roca, M. E., Otero, M. L.,
Haelterman, R. M. 2022. Identification of sequence type ST78 Xylella fastidiosa
from olive trees in Argentina. Plant Disease de la AAF 2021 APS Caribbean
Division Meeting, Abstracts. https://doi.org/10.1094/PHYTO-112-3-S1.1.
https://apsjournals.apsnet.org/doi/epdfplus/10.1094/PHYTO-112-3-S1.1

- Tolocka, P. A., Giolitti, F., Guzman, F.A., Mattio, M. F., Nome, C. F., Ortega, L. I.,
Paccioretti, M. A., Roca, M. E., Otero, M. L., Haelterman, R. M. 2021.
Caracterizacion de Xylella fastidiosa a partir de materiales vegetales y cepas
aisladas de olivo (Olea europaea L.) e implementacion de un sistema de
diagnostico  serolégico en  Argentina.  RIA 47  (3):  38-3809.
http://ria.inta.gob.ar/trabajosenprensa.

- Tolocka, P. A., Guzman, F.A, Paccioretti, M.D, Roca, M.E., Otero, M.L Haelterman,
R.M. 2021. Identificacion de la secuencia tipo ST78 de Xylella fastidiosa en olivo
de Argentina. 5° congreso Argentino de Fitopatologia y 59° Reunion de la APS
Divisién Caribe. Pp. 139.

- Tolocka, P. A., Guzman, F. A., Giannini Kurina, F. y Haelterman, R. M. 2021.
Respuesta de dos cultivares de olivo (Olea europaea L.) frente a la infeccion de
una cepa argentina de Xylella fastidiosa. 5° congreso Argentino de Fitopatologia
y 59° Reunion de la APS Division Caribe. Pp.138.

- Tolocka, P. A., Olivares Garcia, C., Guzman F. A., Landa Del Castillo, B. M.,
Haelterman, R. M. 2020. Variabilidad en cepas de Xylella fastidiosa procedentes
de olivo (Olea europaea L.) de Argentina. IV Reunién Conjunta de Sociedades
de Biologia de la Republica Argentina. Mendoza. Modalidad virtual, pag. 59.
https://repositorio.inta.gob.ar/xmlui/handle/20.500.12123/8405.

- Tolocka, P.A., Paccioretti, M.A. y Haelterman, R.M. Xylella fastidiosa. 2019. En:
Manual de protocolos de manejo de plagas y patologias del olivo, 143- 154. ISBU:
978-987-510-275-0.

- Tolocka, P. A., Giolitti, F., Guzman, F. A., Roca, M. E., Paccioretti, M. A., Otero, M.
L., Haelterman, R. M. Aislamiento de Xylella fastidiosa y produccion de reactivos
de diagndstico seroldgicos para su deteccion. 2018. XVI Jornadas Fitosanitarias
Argentinas, Tucuman, Pp.80.

- Tolocka P. A., Mattio M. F., Otero M. L., Paccioretti M. A., Roca M., Guzman F. A. y
Haelterman R. M. Variante genética de Xylella fastidiosa en olivo (Olea europea
L.) de Cordoba y Catamarca. 2018. XL Congreso Argentino de Horticultura-
ASAHO. Publicado en la revista Horticultura Argentina, 37(94). Pp. 357.

- Tolocka, P. A., Mattio, M. F., Paccioretti, M. A., Otero, M. L., Roca, M. E., Guzman,
F. A. and Haelterman, R. M. 2017. Xylella fastidiosa subsp. pauca ST69 in olive
in  Argentina, Journal of Plant Pathology, 99 (3), 803.
http://dx.doi.org/10.4454/jpp.v99i3.3965.

176



Publicaciones Cientificas derivadas de la Tesis

- Haelterman, R. M., Tolocka, P. A., Roca, M. E., Guzman, F. A., Fernandez, F. D., Otero,
M. L. 2015. First presumptive diagnosis of Xylella fastidiosa causing Olive scorch
in Argentina, Journal of Plant Pathology. 97(2), 393.
http://dx.doi.org/104454/JPP.VV9712.023.

- Tolocka, P. A., Mattio, M.F., Otero, M. L., Paccioretti, M. D., Roca, M. E., Guzman
F.A., Haelterman R. M. 2017. Presencia de diferentes cepas de Xylella fastidiosa
subsp. pauca en hospedantes de Argentina. IV Congreso Argentino de
Fitopatologia. Mendoza., Pp. 178.

- Tolocka, P. A., Mattio, M.F., Otero, M. L., Paccioretti, M. D., Roca, M. E., Guzméan
F.A., Haelterman R. M. 2017. Nueva secuencia tipo de Xylella fastidiosa subsp.
pauca ST78, obtenida de un aislamiento de almendro de Argentina. IV Congreso
Argentino de Fitopatologia. Mendoza., Pp. 177.

- Tolocka, P. A., Mattio, M. F., Otero, M. L., Paccioretti, M. D., Roca, M., Guzman F.A.,
Haelterman R. M. 2017. Xylella fastidiosa subsp. pauca ST69, detectada en
citricos argentinos. IV Congreso Argentino de Fitopatologia. Mendoza., Pp. 180.

- Tolocka, P. A.; Otero, M. L., Paccioretti, M. D., Roca M. E., Von Baczko, O. H.,
Kroneberger E. F., Guzmén, F. A., Haelterman R. M. 2017. Presencia de Xylella
fastidiosa en plantaciones jovenes de olivo var. arbequina del sur de la provincia
de Buenos Aires. IV Congreso Argentino de Fitopatologia. Mendoza., Pp. 181.

- Tolocka, P.A., Mattio, M. F., Luciani, C. E.; Guzman, F. A., Haelterman, R. M. 2016.
Xylella fastidiosa en olivo: Caracterizacion de un aislamiento argentino.
Modalidad: exposicion oral publicada. XXXIII Jornadas Cientifica de la
Asociacion de Biologia de Tucuman. Conferencia oral. Hotel Waynay Killa, Tafi
del Valle, San Miguel de Tucuman.

- Tolocka, P. A., Otero, M. L, Torres, L., Taborda, R. J., Haelterman, R. M. 2014.
Deteccion de Xylella fastidiosa en huertos de olivo de la region noroeste de la
provincia de Cérdoba. Actas del XXXVII Congreso Argentino de Horticultura.

177



Anexo: Protocolo |

ANEXO

PROTOCOLO I: DAS ELISA (Doble sandwich de anticuerpos, Enzyme Linked
Immunosorbent Assay Double Sandwich Antibody)

1.- Cobertura de la placa con anticuerpos (Sensibilizacion de la placa)

Diluir la 1gG en la dilucion optima 1:800 con el tampon cobertura (Na,COs + NaHCOs +
NaNs3, pH 9,6). Colocar 100 ul de esa dilucion en cada celdilla. Incubar en camara humeda
durante 4 horas a 28 °C para evitar la deshidratacion.

2.- Lavado de la placa

Vaciar la placa de golpe, luego llenar las celdillas con tampdén lavado (PBS 1x +Tween-
20), dejar reposar 3 min y vaciar la placa, repetir este procedimiento 3 veces y golpearla
sobre papel absorbente para eliminar burbujas y resto del tampdn de lavado.

3.- Preparacion de las muestras y agregado del antigeno

Macerar peciolos y parte de nervadura principal de hojas con sintomas con tampon de
extraccion (PBS 1x +Tween-20+PVP-40+Sulfito de Na" y agregar en el momento de usar
2% de leche descremada) en relacién 1/30 p/v (ver cuantos peciolos corresponden a esa
cantidad para agilizar la técnica). Luego de lavar la placa, sembrar con 100 ul de cada
muestra. Se emplean 6 testigos sanos y 2 testigos enfermos como controles negativos y
positivos, respectivamente. Mantenerla e incubar en camara himeda a 4°C durante toda
la noche aprox. 16-18 hs.

4.- Lavado de la placa

Lavar la placa de la manera anteriormente descripta hasta que no se observen restos
vegetales (5 0 mas lavados de 3 min. Hasta que las celdillas estén totalmente limpias sin
restos vegetales), evitar que el contenido de una celdilla pase a la otra.

5.- Agregado del conjugado enzimatico

Calcular la cantidad de buffer necesario (PBS 1x +Tween-20), teniendo en cuenta de
agregar el MRS en relacion 1/5 (1 ml de MRS més 4 ml tampdn para un volumen final
de 5 ml). Diluir el conjugado (inmunoglobulina-enzima) en la dilucion optima 1:800.
Agregar 100 pl de esta dilucion en cada celdilla, menos en el blanco que va solamente el
tampodn. Incubar en camara himeda durante 4 horas a 28°C.

6.- Lavado de la placa
Lavar la placa como se describi6 en el punto 2 (4 lavados de 3 min. c/u).
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7.- Adicion del sustrato

En el tampdn sustrato disolver entre 0,6 a 1 mg/ml de P-nitrofenilfosfato cuando se
emplea el conjugado con la enzima fosfatasa alcalina. En el caso de que este conjugado
con peroxidasa se utilizan pl 200 de TMB en cada celdilla.

Dejar la placa en oscuridad y observarla periédicamente cada 15 min. Identificar primero
los testigos enfermos y sanos.

Las muestras infectadas (reaccion positiva) son aquéllas que presentan coloracién
amarilla (fosfatasa alcalina) /azul (peroxidasa), cuya intensidad varia de acuerdo a la
concentracion del antigeno en la muestra. Realizar la lectura de absorbancia a una
longitud de onda de 405 nm con el uso del conjugado con fosfatasa alcalina y 655 nm con
peroxidasa mediante el empleo de un espectrofotdmetro vertical.

Tampones utilizados para DAS ELISA

Tampodn PBS 10X (tampon fosfato salino) (g/l)

CINa 80
KH2PO4 2,0
NaHPO4 11,5
KCI 2,0
NaNs3 2,0

Tampon PBS 1X: 100 ml de PBS 10X + 900ml de agua destilada, pH 7.4

Tampodn cobertura (en g/l)

Na>CO3 1,59
NaHCOs 2,93
NaNs 0,2

Llevar a pH 9,6.

Tampon de lavado

PBS 1 litro
Tween-20 0,5 ml / litro

Tampdn extraccion:

PBS 1 litro
Tween-20 0,5 ml
PVP 40.000 209

Sulfito de sodio 149
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Agregar en el momento de usar 2% de leche.
Tampon de sustrato:

Dietanolamina 97 ml/l
H20 800 ml/I
NaN3 0,2 g/l

Llevar a pH 9,8 y enrasar a 1 litro con agua.
Para kit utilizar solamente TMB
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PROTOCOLO II: Extraccion de ADN a partir de tejido vegetal

Protocolo de Murray y Thompson (1980) modificado: Partiendo de 100 mg de
material sintomatico (peciolos y nervadura principal) espolvoreado con 5 mg de PVP-P
(Polivinilpolipirrolidona) para evitar procesos oxidativos e inhibitorios de los tejidos
vegetales, y se procedio a la molienda con nitrégeno liquido dentro de morteros estériles
y posteriormente homogeneizado. Luego, el material fue colocado dentro de eppendorf
de 1,5 ml, suspendido con 500 ul de tampon de C-TAB (C-TAB, NaCl 1.4M, PVP-10,
EDTA 0.5M pHS, Tris 1M pH8) mas 1 ul de B-Mercaptoethanol e incubado a 65°C
durante 30 min. A continuacion, se agregd 1 volumen (500 ul) de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) a cada muestra y se centrifug6 a 10.000 g durante 10 min. Se tomd el
sobrenadante donde se encuentra el ADN y se precipité con 0.7 volumen de isopropanol
a temperatura ambiente, dejandolo reposar 15 min. Posteriormente, se centrifugé a 10.000
rpm durante 20 min, eliminando el sobrenadante y lavando el pellet del fondo del tubo
con 700ul de alcohol etilico al 70%. Se dejé orear 20min y se resuspendié el pellet con

30 ul de agua libre de nucleasas.
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PROTOCOLO IlI: ELISA en membrana de nitrocelulosa, NC ELISA

Impresion de la muestra

Desarrollo seroldgico de la prueba:

8- Las membranas se bloguean desde 1 hora a toda la noche con tampén bloqueo, en
agitacion.

9- Se las enjuaga con tampon lavado en agitacién durante 5 minutos.

10- Diluir el antisuero homologo a la concentracion optima, con tampén antisuero e
incubar las membranas 2 horas en agitacion.

11- Lavar 3 veces con tampodn lavado, 5 minutos por cada uno, en agitacion.

12- Incubar 1 h con antisuero de cabra anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina (Goat
anti-Rabbit (H+L)-AP conjugate, BIO-RAD) diluido 1/3.000 en tamp6n antisuero.

13- Lavar 3 veces con tampon lavado, 5 min. cada lavado, en agitacion.

14- Revelar con sustrato (NBT-BCIP) para fosfatasa alcalina, una tableta de 5mg cada 10
ml de agua destilada.

15- Se detiene la reaccion con agua, se deja secar la membrana y se almacena.

Todo el proceso se realiza a temperatura ambiente.

Tampoén TBS (5X) (g/l)
Tris 12,1
Na Cla 43,38

Tampodn bloqueo
TBS 1X
Leche descremada 5%

Tampoén lavado

TBS 1X
Tween 20 0,05%
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Tampon antisuero
TBS 1X

Leche descremada 2%
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PROTOCOLO IV: ELISA INDIRECTO-PTA ELISA Plate Trapped Antigen -
Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Es un ELISA en el cual se cubre el soporte solido directamente con el antigeno y
se adiciona la inmunoglobulina especifica o el antisuero crudo contra el patégeno. La
presencia del complejo antigeno-anticuerpo se detecta mediante una anti-lgG o con
proteina A conjugada con la enzima.

El uso de técnicas de ELISA indirectas, tiene la gran ventaja de evitar la
preparacion de conjugados especificos para cada antigeno (el DAS ELISA requiere la
purificacion de las inmunoglobulinas especificas y el conjugado de éstas con la enzima,
para cada patogeno.

Esta técnica resulta practica para la titulacion de antisueros enfrentando los
mismos a concentraciones constantes de antigeno. La ventaja principal de esta prueba es
el ahorro de tiempo significativo, que representa la obtencion de resultados en pocas horas
y la simplicidad, por cuanto no requiere la preparacién previa de 1gG ni conjugado.

1- Cobertura de la placa con antigenos
Se macera el tejido vegetal en tampdn cobertura, en una relacion 1/10 (p/v) o se
preparan diluciones de la bacteria a analizar. El tipo de tejido a utilizar dependera de la
ubicacion de la bacteria. Incluir controles positivos y negativos.
- Colocar 200 pl de la muestra molida o la dilucién de la bacteria en cada celdilla.
Agregar los testigos sanos y enfermos.
- Colocar la placa en una caja hiumeda e incubar a 4°C durante toda la noche.

2- Lavado de la placa

Vaciar la placa, luego llenar las celdillas con tampdn de lavado, dejar reposar 3
minutos y vaciar la placa. Este procedimiento se repite tres 0 mas veces hasta que no se
observen restos vegetales.

3- Bloqueo
Agregar 200 ul de tampdn de extraccion con el agregado leche descremada al 5%.

Incubar a 37°C durante una hora.

4- Lavado de la placa
Lavar la placa de la manera ya descripta.

5-Agregado del antisuero
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Diluir el antisuero a una concentracion de 1/8000 en tampdn extraccion. Agregar
180 pl por celdilla e incubar a 37°C por una hora.
6- Lavado de la placa

Lavar la placa de la manera ya descripta.

7- Agregado del anti-lg conjugado con la enzima

Diluir la anti-lg conjugada con la enzima fosfatasa alcalina a una concentracién
de 1/3000 en tampon extraccion. Colocar 180 pl por celdilla e incubar a 37° C durante
una hora.

8- Lavado de la placa
Lavar la placa como se describio, se puede realizar el ultimo lavado con tampdn de
sustrato.

9- Adicion del sustrato

Disolver una pastilla de p-nitrofenilfosfato (5 mg) cada 6,5 ml de tampon sustrato
(esperar hasta que la pastilla esté bien disuelta).

Agregar rapidamente 200 pl en cada celdilla de la placa.

Dejar la placa en oscuridad y observar a los 30 y 60 min. Leer en el lector de
ELISA.

Tampones

Tampones

Tampon cobertura (en g/l)
Na2COs3 1,59
NaHCOs3 2,93
NaNs 0,2

Llevar a pH 9,6.

Tampon de lavado (PBS + Tween-20)
PBS 1 litro

Tween-20 0,5 ml/ litro

Tampon extraccion

PBS 1 litro
Tween-20 0,5 ml/l
PVP 20 g/l

Agregar en el momento de usar 2% de leche.
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Tampon de sustrato

Dietanolamina 97 ml/l
H>O 800 ml/I
NaN3 0,2 g/l

Llevar a pH 9,8 y enrasar a 1 litro con agua
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PROTOCOLO V: PURIFICACION DE INMUNOGLOBULINA (1gG)

1- Diluir 1 ml de antisuero con 9 ml de agua destilada.

2- Mezclar con 10 ml de solucion saturada de sulfato de amonio (gota a gota y en forma
lenta), manteniendo en agitacion constante.

3- Dejar en reposo por 30 minutos a temperatura ambiente.

4- Centrifugar a 10.000 g por 15 minutos.

5- Resuspender el sedimento con 2 ml de PBS 1/2.

6- Dializar en 500 ml de PBS 1/2 con tres cambios de tampon.

7- Pasar por columna de DEAE Celulosa o Sephacel y recoger las alicuotas con lectura
de absorbancia superiores a 0,9 a una longitud de onda de 280 nm (se considera que una
lectura de 1,4 corresponde a una concentracion de 1 mg/ml).

8- Adicionar 0,01% de azida s6dica y almacenar a -20°C.

Tampoén PBS 10X (tampon fosfato salino) (g/l)

CINa 80
KH2PO4 2,0
NaHPO4 11,5
KCI 2,0
NaNs3 2,0

LlevarapH 7,4.
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PROTOCOLO VI: PREPARACION DEL CONJUGADO ENZIMATICO PARA
DAS ELISA

1- Mezclar la enzima fosfatasa alcalina (Sigma VIITen CINa, con la Ig purificada en
relacién 2500U/mg de Ig.

2- Adicionar 0,06% de glutaraldehido.

3- Dejar en reposo a temperatura ambiente por 4 horas.

4- Dializar en dos cambios de 1 litro de PBS + 0,1% de glicina (1g/l) y un ultimo cambio
con PBS + Cl> Mg (0,203 g/l) + Cl2Zn (0,0136 g/l), por toda la noche a 4°C.

5- Afiadir 5 mg/ml de albumina de suero bovino y 0,01% de azida sodica.

6- Almacenar a 4°C.
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