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Sintomas de "moteado" en frutos
y hojas de limoneroen Tucuman causados
por Guignardia mangiferae

G. M. Fogliata*, N. V. Canton**, M. L. Mufioz***, L. D. Ploper**** M. E. Farias*****,
G. Vellice****** M. Salgado****** M. Ontivero******* y A, Castagnaro********

Introduccién

Losfrutosylas hojas delimonerode laprovinciade
Tucuman suelen presentar una sintomatologia conocida
como "moteado". Esta consiste enlesiones circulares de
color castafio oscuro anegro, condiametro menora2mm
que pueden estar a nivel o bien serlevemente deprimidas
(Figuras 1y 2).

Desde que se detecto este sintomaen Tucuman se
lo asocié con el hongo Guignardia citricarpa Kiely
(Phyllocticta citricarpa McAlpine), agente causal de la
mancha negra de los citricos . Se determind que, por
las caracteristicas del sintoma, podria corresponder a la
“falsa melanosis” o “speckled blotch”, uno de los cuatro
sintomas de esta enfermedad (Foguet et al., 1985).
Asimismo, al realizar siembras de trozos de cascara de
limon (Fogliata etal., 2002) y de hojas de limonero (Foguet
etal.,1985) con sintomas de moteado en medio de cultivo
agar papaglucosado (APG) al 2% (técnica de diagndstico
convencional) se obtenian colonias de Guignardia con
caracteristicas morfologicas y culturales similares a las
de G. citricarpa.

Dos especies de Guignardia

Hasta el afio 2002 se conocia la existencia de 2
especies de Guignardiapresentes enlos citricos, unade
ellas causante de la enfermedad denominada mancha
negra de los citricos (G. citricarpa) y la otra endofitica
(Guignardiasp.). Con respecto a esta Ultima especie se
conociaque estabapresente en hojasy frutos citricos sin
sintomasy en otras especies vegetales (McOnie, 1964).

La diferenciacion de estas dos especies de Guig-
nardiamediante técnicas convencionales resultaba poco
consistente debido a las caracteristicas morfoldgicas y
culturales similares de ambos hongos.

En el afio 2002, un grupo de investigadores de
Holanda, Sudafrica, EE.UU. y Brasildesarrollé un método
para diferenciar estas 2 especies mediante estudios del
acido nucleico (ADN) del hongo (técnicas moleculares)
(Baayen etal., 2002). Esto permiti6 concluir que Guignar-

dia sp., presente en citricos sin sintomas y ademas en
frutos citricos con puntuaciones menores a 2 mm de
diametro, se trataba de una especie diferente, Guignardia
mangiferae A.J. Roy (Phyllocticta capitalensis) (P.
Hennings) Van Der Aa. Esta especie fue citada en citricos
y ennumerosas plantas no citricas cultivadas y silvestres
delaUnion Europeaylos EE.UU. Sudistribucién geogra-
fica es mucho mas amplia que la especie G. citricarpa,
incluyendo importantes areas citricolas tales como Flori-
da, Espafia, Sicilia e Israel.

En el afio 2003, investigadores de Holanda y
EE.UU. (integrantes del grupo de investigadores mencio-
nado anteriormente) lograron desarrollar y validar un
método que permitié diferenciar las dos especies de
Guignardia (Bonants et al., 2003). Este método esta
basado en estudios de ADN mediante la técnica de
Reaccionen Cadenade laPolimerasa (Polymerase Chain
Reaction - PCR). Se trata de un método de alta solidez y
eficacia que utiliza cebadores que reconocen regiones
especificas del ADN genodmico ribosomal de cadauna de
estas dos especies.

Diferencias en las restricciones cuarentenarias

La Union Europea y los EE.UU. consideran a G.
citricarpa un riesgo sanitario para su citricultura, por lo
tanto el ingreso de fruta desde areas con presencia de
este patégeno afectando los citricos es sometido a
legislaciones fitosanitarias. Estas restricciones cuaren-
tenarias no se aplican a G. mangiferae, puesto que este
hongo esta presente en los mencionados paises.

Estudios realizados en la EEAOC

A partir del conocimiento de las técnicas para
diferenciarambas especies de Guignardia, se efectuaron
estudios enla Estacion Experimental Agroindustrial “Obis-
po Colombres” (EEAOC) destinados a establecer la
identidad de la especie de Guignardia que se aislaba del
sintomadelmoteadoenhojasyfrutosdelimoneroen Tucuman.

A continuacion se describen los estudios llevados

*Ing. Agr., **Lic. Cs. Biol., ***Téc. Univ. Fitosan., ****Ing. Agr. Ph.D., Seccion Fitopatologia, EEAOC; *****Ljc. Cs. Biol. Dra., PROIMI;
g. Ag
*xkt] je. Cs. Biol., *******Bjoq., ********Ing. Agr. Dr., Seccion Biotecnologia, EEAOC.
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a cabo en la EEAQOC, en los que también se analizaron
aislamientos obtenidos de sintomas de manchanegrade
los citricos, de motas en hojas de mango (Figura 3), y
otros obtenidos de tejido sano de limonero y mango.

a) Pruebas convencionales de diagnéstico

Para detectar los microorganismos asociados a
los sintomas observados, se realizaron siembras en APG
al 2% de trozos de tejido con sintomas de moteadoy con
sintomas similares a los de mancha negra de los citricos
(manchatipica, manchapecosaymanchavirulenta), asicomo
detejidosano. Ademésserealizaronsiembrasapartirdetrozos
dehojasdelimoneroconmoteadoyde hojasde mango, sanas
y con presencia de motas.

Comoresultado de las siembrasy aislamientos se
obtuvieron colonias de Guignardiaspp. a partir de todos
los tejidos vegetales sembrados en APG. La eficacia de
este método para obtener colonias de Guignardia spp.
variode 1,4a27,6% seglnel sintomay el rgano afectado
(Tablal).

La identificacion del género se realiz6 mediante
estudios en microscopio optico de las caracteristicas
morfologicas de las esporas sexuales (ascosporas) y
asexuales (picnidiosporas) formadas (Figuras 4 y 5).

Apartir de las coloniasidentificadas como pertene-
cientes al género Guignardia se realizaron cultivos mo-
nosparicos con el fin de crear un cepario para realizar
estudios posteriores destinados a diferenciar especies
dentro del género Guignardia. Hasta el presente se
dispone de noventa cepas puras de Guignardiaspp.

b) Diferenciacion de especies mediante estudios molecu-
lares

A partir de Octubre de 2003, en la Seccion Fitopa-
tologia de la EEAOC, se inici6 el ajuste de las técnicas
moleculares incluidas dentro de los protocolos de diag-
noéstico que tiene la "European Plant Protection
Organization" (EPPO) para plagas reguladas, con el
objeto de determinar la especie de todas las cepas del
género Guignardiacontenidas en el cepario.

La primer etapa consistio en realizar la extraccion
de ADN siguiendo el protocolo de Reader & Broda (1985).

Enlasegunda etapa se ajusté la técnica molecular
de diferenciacién de especies.

Se realiz6 la amplificacion mediante la técnica
Reaccién en Cadenade la Polimerasa PCR de 36 cepas

Tabla 1. Porcentaje de colonias de
al 2%.

Frutos de limonero

M. tipicay
picnidios de
m. tipica

Mancha Mancha

Tipo de Sintoma
pecosa

% de colonias de
Guignardia spp.-

virulenta

de Guignardiaspp. utilizando los cebadores especificos
para G. citricarpa (GCF3y GCR7) y para G. mangiferae
(GCF2 y GCRA4) obtenidos de la region de ITS del ADN
gendmicoribosomal. Lapresenciade bandas especificas
se visualizo en geles de agarosa. Las bandas de 490
pares de bases (pb) correspondieron a G. citricarpay las
bandasde 210 pba G. mangiferae, tal cuallo mencionado
en la literatura (Bonants et al., 2003).

Labandas de ADN amplificadas de algunas cepas
se muestran en las Figuras 6y 7.

Los resultados de esta técnica permitieron identi-
ficaron 34 cepas:

Como Guignardia mangiferae (27 cepas)

- 20 cepas aisladas de moteado de frutos de limonero
(M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9, M10, M11,
M12,M13,M14, M15, M16, M18, M19, M21y MAL).

- 1 cepa aislada de moteado de hoja de limonero
(Mh1).

-3 cepasaisladas de tejido sano de frutos de limonero
(S3, S4, S6).

- 2 cepas aisladas de mancha pecosa de frutos de
limonero (P3y P6).

- 1 cepa aislada de tejido sano de hoja de mango
(SG2).

Como Guignardia citricarpa (7 cepas)

-2 cepa aislada de manchatipica de frutos de limone-
ro (T13,T16).

- 3 cepas aisladas de picnidios de mancha tipica de
frutos de limonero (PT1, PT2y 3B).

- 1 cepa aislada de mancha pecosa de fruto de limo-
nero con presencia de manchas tipicas (P11).

- 1 cepa aislada de mancha virulenta de fruto de
limonero (V4).

Las muestras de ADN extraidas de las cepas V1y
V2 (aisladas de frutos de limonero con manchavirulenta)
no amplificaron con ninguno de los cebadores.

c) Diferenciacion de especies en medio de cultivo agar
harina de avena (oatmeal agar - OA)

Serealizaronrepiques de las cepas de Guignardia
en cajas de Petricon agar harina de avena, con el objeto
de detectar diferencias en las caracteristicas culturales
delas coloniasyenlavelocidad de crecimiento. Se siguid
la metodologiaindicada por Baayen et al. (2002).

Guignardia spp. obtenidas en las siembras de trozos de tejido vegetal realizadas en APG

Hojas de

: Hojas de mango
limonero

Tejido sano y con

Moteado
motas

Moteado Tejido sano
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Figura 2. Moteado en hoja de limonero.

Figura 3. Motas negras en hoja de mango.

e

Figura 4. Ascos con ascosporas de Guignardia sp Figura 5. Picnidiosporas de Phyllosticta sp.
observadas en microscopio optico. observadas en microscopio optico.
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Figura 6. Bandas de amplificacion de ADN en gel de agarosa con el par de cebadores
especificos de G. mangiferae (GCF2 y GCR4), donde M corresponde al marcador
de peso molecular, M1 a M13 a las cepas aisladas de “moteado” en frutos de
limonero, y T13 y T16 a las aisladas de mancha tipica en frutos de limonero.

M OT13 T16 M1 M2 MI M4 MS ME M7 ME M3 M0 M11 M12 M13
o : '

Figura 7. Bandas de amplificacion de ADN en gel de agarosa con el par de cebadores

especificos de G. citricarpa (GCF3 y GCR7), donde M corresponde al marcador de
peso molecular, T13 y T16 a las cepas aisladas de mancha tipica en frutos de
limonero, y M1 a M13 a las aisladas de “moteado” en frutos de limonero.

Paraladiferenciaciéon de especies se considerala
presencia o ausenciade unapigmentacion amarilla alre-
dedor de la colonia, y la velocidad de crecimiento de las
colonias, luego de un periodo de incubacién de 7 dias en
oscuridad a 22°C.

Los resultados de la aplicacién de esta técnica en
los laboratorios de la EEAOC coincidieron con los resul-
tados de las pruebas moleculares y también con las
referencias de la literatura.

Las 7 cepas identificadas como G. citricarpa me-
diante PCR, y las 2 cepas cuyos ADN no amplificaron,
mostraron pigmentacion amarilla alrededor de la colonia
y tuvieron crecimiento lento (Figura 8).

La pigmentacién amarilla estuvo ausente en las
cepasidentificadas como G. mangiferae, ylavelocidad de
crecimiento fue 2,5 veces mayor que las que mostraron
pigmentacion.

24-EEAOC- Avance Agroindustrial, Septiembre 2004

d) Pruebas de patogenicidad

Para determinar la patogenicidad de una cepa
identificadacomo G. mangiferae se realizaroninoculacio-
nes en plantulas in vitro del portainjerto citrange Troyer
Citrus sinencis (L.) Osbeck x Poncirus trifoliata (L.) Raf.
(Figura 9). Se trabajo con una suspension de esporas
(concentracion 10° esporas/ml) en agua destilada estéril.
El testigo fue inoculado con agua destilada estéril. La
incubacion se realizé6 a 26°C y luz permanente. Se
realizaron observaciones cada 48 h.

Las plantulas del portainjerto reprodujeron sinto-
mas de moteado en hojas y talluelos a tres meses de ser
inoculadas con la suspensién de esporas, demostrando
la patogenicidad de las cepas (Figuras 10y 11).

Los frutos inoculados no manifestaron sintomas.

Las plantulasinoculadas con agua destilada estéril
(testigos) no mostraron sintomas.

Avance Digital /
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Consideracionesfinales

« Laaplicacion de latécnicamolecular de Bonants et
al. (2003) (la cual esta incluida como uno de los
métodos de identificacion de Guignardia citricarpa
dentro de los protocolos de diagnéstico que tiene
la "European Plant Protection Organization" para
plagasreguladas),ylassiembrasenagarharinade
avena permitieron establecer la identidad de las
cepas de Guignardiaspp. evaluadas:

o Todaslascepasevaluadas provenientesde
frutos y hojas de limonero con sintomas de
moteado fueron identificadas como Guig-
nardia mangiferae.

0 Las cepas provenientes de tejido sano de
frutos de limonero y hojas de mango fueron
identificadas como Guignardia mangiferae.

0 Lascepasprovenientesde manchavirulen-
ta, manchatipicay de picnidios de mancha
tipicaque se evaluaron fueronidentificadas
como Guignardia citricarpa.

0 Las cepas aisladas de mancha pecosa
en frutos de limonero mostraron variabi-
lidad en los resultados, por lo que se
intensificara su estudio.

 Las caracteristicas culturalesy lavelocidad de
crecimiento de las colonias en APG no permi-
tieron diferenciar especies dentro del género
Guignardia.

 La cepa de Guignardia mangiferae utilizada para
inocular plantines sanos del portainjerto citrange
Troyer resulté patogénica puesto que reprodujo
sintomas de moteado en hojas y tallos.

e Los resultados de la diferenciacién de espe-
cies utilizando el medio de cultivo agar harina
de avena (OA) coincidieron con los obtenidos
mediante PCR.
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g Convenio AAPRESID-EEAOC

~

Entrelosdias 10y 13 de Agosto se realizd en Rosario, Santa Fé el X1l Congreso Nacionalde AAPRESID. Durante
el Acto de Apertura de este congreso se produjo la firma del Convenio AAPRESID-EEAOC, de la cual
participaron el Ing. Jorge Romagnoli (Presidente de AAPRESID), el Ing. José Manuel Avellaneda (Presidente
del H. Directorio de la EEAOC) y el Dr. Daniel Ploper (Director Técnico de la EEAOC). En la ocasion los
asistentes pudieron observar un corto video sobre las actividades que lleva adelante la EEAOC.
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