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@ RESUMEN

La cancrosis tipo B (Xanthomonas citri pv. aurantifolii) se reportd en la
region del litoral, Argentina, en 1927, donde -con infecciones esporadicas- sélo fue impor-
tante en frutos de limén. La introduccién de la cancrosis tipo A (1974), causada por Xantho-
monas citri pv. citri, patotipo méas agresivo de la bacteria, hizo que el tipo B desapareciera
entre los afios 1978 y 1990. En el Noroeste Argentino (NOA), se detectd la cancrosis tipo A
en el aio 2002 y no se encontraron reportes que evidenciaran la presencia de la cancrosis
tipo B. La Direccién de Informacion Estratégica Fitosanitaria (DIEF), perteneciente al Servi-
cio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria de Argentina (Senasa), considera que la
cancrosis B esta ausente en el pais y asi lo reconocen los principales paises adonde se ex-
portan frutos citricos argentinos, excepto China, que la incluyé entre las plagas de preocu-
pacion para el comercio de citricos. Debido a la presencia de cancrosis tipo A en el NOA'y
a que ambos patotipos producen sintomas similares, nuestros objetivos fueron determinar
la condicion de Xanthomonas citri pv. aurantifolii (cancrosis tipo B) en el NOA y validar
técnicas moleculares de alta especificidad y sensibilidad que permitan diferenciar ambos
patotipos. Para el patotipo B, se ajusté y validé la PCR convencional con una sensibilidad
de 1x10° UFC/ml, a partir de colonias puras. Para el patotipo A, se ajusté y validé la PCR
en tiempo real (QPCR) con una sensibilidad de 1x10? UFC/ml, utilizando colonias puras de
la bacteria. Se analizaron 839 muestras de frutos citricos de Tucuman, Salta y Jujuy para
el patotipo B. El 20% de las mismas fueron analizadas ademas para el patotipo A. No se
detecto la presencia del patotipo B en la totalidad de las muestras citricas analizadas, y el
20% analizado con gPCRs resulté positivo para el patotipo A. Los resultados del presente
estudio son una evidencia de la ausencia de la cancrosis tipo B en frutos citricos del NOA
y confirman que la cancrosis presente corresponde al patotipo A. Las técnicas moleculares
ajustadas y validadas constituyen una herramienta para el diagnéstico especifico, sensible
y rapido de cancrosis, ante la presencia de sintomas sospechosos de la enfermedad en
frutos citricos destinados a la exportacién hacia paises con restricciones cuarentenarias.

Palabras clave: enfermedad bacteriana, diagnostico molecular, patotipo.

 ABSTRACT

Absence of Xanthomonas citri pv. aurantifolii, causing B-type citrus canker,
in citrus fruits from Northwestern Argentina

The B-type citrus canker was reported in 1927 in the Northeast of Argentina and it
was important only in lemon fruit with sporadic infections. In 1974 the introduction of the more
aggressive A-type citrus canker (Xanthomonas citri pv. citri) caused the disappearance of
the B-type between 1978 and 1990. In the Northwest of Argentina, the A-type citrus canker
was detected in 2002 and no reports were found that prove the presence of the B-type
citrus canker. The Direccion de Informacién Estratégica Fitosanitaria (DIEF), belonging to
the Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria of Argentina (Senasa) considers
that canker B is absent in the country and this is recognized by the main countries to which
Argentine citrus fruits are exported, except China, which included it among the pests of
concern for the citrus trade. Due to the presence of canker A in the NOA and that both
pathotypes produce similar symptoms, our objectives were to determine Xanthomonas citri
pv. aurantifolii (canker B) condition in the NOA region, and to
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validate highly specific and sensitive molecular techniques that allow the differentiation of
both pathotypes. For pathotype B, conventional PCR was adjusted and validated with a
sensitivity of 1x10% CFU/ml from the pure colonies. For pathotype A, real-time PCR (qPCR)
was adjusted and validated with a sensitivity of 1x10?> CFU/ml, using colonies. A total of
839 samples of citrus fruits from Tucuman, Salta and Jujuy were analyzed for pathotype B.
and the 20% of them were also analyzed for pathotype A. The presence of pathotype B was
not detected in all of the citrus samples analyzed, and the 20% analyzed with gPCRs were
positive for pathotype A. The results of the present study are evidence of the absence of
type B canker in citrus fruits from the NOA and confirm that the canker present corresponds
to pathotype A. The adjusted and validated molecular techniques constitute a tool for the
specific, sensitive and rapid diagnosis of canker in the presence of suspicious symptoms
of the disease in citrus fruits destined for export to countries with quarantine restrictions.

Key words: bacterial disease, molecular diagnostic, pathotype.

8 INTRODUCCION

La cancrosis de los citricos es una enfermedad
causada por la bacteria Xanthomonas citri, la cual pre-
senta diferentes patotipos. Las cepas de Xanthomonas
patdgenas para los citricos se han reclasificado como
especies distintas y difieren en rango de hospedantes e
importancia economica. El patotipo A causa la cancrosis
tipo A o asidtica, que es la mas agresiva y ampliamente
distribuida a nivel mundial. Este patégeno ha sido reclasi-
ficado como X. citri pv. citri (sinénimos X. citri subsp. citri
o X. axonopodis pv. citri) (Stall et al., 1981; Vauterin et al.,
1990; 1995). Se han identificado cepas atipicas de X. citri
subsp. citri, denominadas cepas A* y A%, reportadas en
Asiay en Florida, EE.UU., respectivamente (Verniere et al.,
1998; EFSA PLH Panel, 2014). El patotipo B corresponde
a X. citri pv. aurantifolii (sinénimo X. fuscans subsp. auran-
tifolii), agente causal de la cancrosis tipo B o sudamerica-
na, que fue descripta en Argentina como falsa cancrosis
en 1927-1929 en la region del Noreste Argentino (NEA),
en las provincias de Corrientes y Entre Rios (Schaad et al.,
2005). El patotipo B también fue reportado en Paraguay
y Uruguay (Gottwald, 2000) y comparte el mismo nombre
con el patotipo C, agente causal de la cancrosis tipo C o
de lima, que sélo fue reportada en Brasil (Stall et al., 1981;
Stall and Civerolo, 1991).

En la Argentina, la cancrosis de los citricos fue
reportada por primera vez en 1928 en el litoral, correspon-
diendo al tipo B, que debido a su baja agresividad no se
disperso a otras areas y desaparecié entre los afios 1978
y 1990 con la introduccién en 1974 de la cancrosis tipo A,
que es mas agresiva (Goto et al., 1980; Canteros de Eche-
nique et al., 1985). A partir de ese momento la enfermedad
se volvio endémica en la region del NEA, luego de que
fallaran los intentos de erradicacion (Canteros et al., 2017).

En el Noroeste Argentino (NOA), se reporto la
cancrosis tipo A en el afio 2002, inicialmente en dos focos,
uno al norte de Salta y otro en la provincia de Tucuman
(Ramallo et al., 2005); y no se encontraron reportes que
mencionen la presencia del patotipo B.

La Direccion de Informacion Estratégica Fitosani-
taria (DIEF), perteneciente al Servicio Nacional de Sanidad
y Calidad Agroalimentaria de Argentina (Senasa), conside-
ra que la cancrosis A esta presente en el pais y que la can-
crosis B estd ausente, tal como lo informa en su portal del
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Sistema Nacional de Vigilancia y Monitoreo de Plagas (SI-
NAVIMO) y asi lo reconocen los principales paises adonde
se exportan frutos citricos argentinos, excepto China, que
incluyé a la cancrosis B entre las plagas de preocupacién
para el comercio de citricos.

La importancia de la cancrosis para la Argentina
es la restriccion a la exportacidon de frutas citricas hacia
los principales mercados de destino, como ser la Unién
Europea (UE), donde esta ausente, y los EE.UU., donde
esta presente aunque bajo control oficial. Para estos mer-
cados, en caso de detectar sintomas sospechosos en
etapas previas a la exportacion, existen procedimientos
a seguir que incluyen analisis para identificar la bacteria
causante de la enfermedad. Estos analisis no diferencian
los patotipos de la bacteria, lo cual no es un inconveniente
ya que todos ellos son cuarentenarios en dichos territo-
rios.

Para la exportacién de fruta citrica a China, mer-
cado de reciente apertura y con potencial de crecimiento,
los frutos deben estar libres de cancrosis tipo B, ya que
para dicho mercado solo es cuarentenario el patotipo B
(Senasa, 2004). A tal efecto se requiere disponer de un
procedimiento que pueda diferenciar el patotipo B del pa-
totipo A.

La observacién de sintomatologia no contribuye
a la diferenciacion de los patotipos presentes, ya que es-
tos producen sintomas similares, visualmente indistingui-
bles.

Si bien se han desarrollado varias técnicas de
diagnostico basadas en PCR para la identificacion de ce-
pas de cancrosis de los citricos aisladas en medio de cul-
tivo y de extractos de lesiones en hojas y frutos (Egel et
al., 1991; Cubero and Graham, 2002, 2005; Cubero et al.,
2001; Rademaker et al., 2005; Coletta-Filho et al., 2006;
Park et al., 2006; lbrahim et al., 2015), sus cebadores
no permiten distinguir o detectar todos los patotipos de
Xanthomonas que afectan a los citricos. Los analisis para
patotipos especificos son escasos, como ser los desarro-
llados por Hartung et al. (1993) que s6lo detecta el patoti-
po A; y Fonseca et al. (2019), que permitiria diferenciar el
patotipo A del B.

En este escenario de restricciones a la expor-
tacion de fruta citrica argentina hacia China -la falta de
estudios del patotipo B en el NOA, y el hecho de no dis-
poner hasta el presente de un procedimiento que diferen-
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cie ambos patotipos-, nuestro objetivo fue determinar la
condicién de Xanthomonas citri pv. aurantifolii (cancrosis
B) en el NOA, previo al ajuste y validacién de técnicas mo-
leculares especificas para diferenciar los patotipos A y B.

8 MATERIALES Y METODOS
) Recolecciéon de muestras citricas

Personal de la Estacion Experimental Agroindus-
trial Obispo Colombres (EEAOC) recolectaron muestras
de frutos de limén en la provincia de Tucuman. La distri-
bucién porcentual de las mismas por departamento fue
establecida segun la superficie implantada en cada uno.
Para ello, se tuvieron en cuenta los datos de la campafa
2022, que indican un total de 47.310 ha, distribuidas en 11
departamentos, siendo Burruyacu el de mayor cantidad
cultivada de la provincia con un 34,2%; seguido de Tafi
Viejo con 10,9%; Famailla y Monteros con 9,6% y 9,1%
respectivamente; luego Chicligasta con 8,1%; La Cocha
con 7,4% vy finalmente Lules, Cruz Alta, Juan Bautista Al-
berdi, Rio Chico y Yerba Buena, con porcentajes menores
entre 5,3% a 2,9% (Carreras Baldrés et al., 2022).

Ademas, en el Laboratorio de la Seccién Fitopa-
tologia de la EEAOC se recibieron muestras citricas re-
mitidas por Senasa que provenian de las provincias de
Tucuman, Salta y Jujuy. El nUmero de muestras a analizar
fue establecido por la DIEF segun el programa RiIBESS+
en EFSA statistical models.

Todas las muestras de frutos citricos recolecta-
das y recibidas presentaban sintomas caracteristicos de
cancrosis.

Extraccion de ADN

Previo al procesamiento de las muestras, se rea-
lizé la extraccion de ADN de aislados de Xanthomonas
spp., que fueron usados como testigos para el ajuste de
las técnicas moleculares (Tabla 1).

Para la extraccién de ADN de los aislados bacte-
rianos, se siguieron las metodologias descriptas por Ro-
béne et al. (2020) con algunas modificaciones:

e Shock térmico de suspensiéon bacteriana:
se prepard una suspension bacteriana (1x108 UFC/ml) mi-
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diendo la densidad 6ptica (DO) a 600 nm en espectrofo-
tometro (GeneQuant pro) a partir de un cultivo puro de la
bacteria, de 24 h de crecimiento en medio liquido Luria
Bertani (LB) cuya composicion es: bacto triptona 10 g/l;
extracto de levadura 5 g/l y NaCl 10 g/I. En un microtubo
de 1,5 ml se colocé 1 ml de la suspension 1x108 UFC/mly
se incub6 durante 2 min a 95°C en bafio térmico y poste-
riormente se almacend en el freezer.

e Extraccién con kit de comercial de suspen-
sion bacteriana mezclada con tejido vegetal citrico: se
peso6 0,1 g de cascara sana de limon, previamente des-
infectado con etanol 96°. Se colocd en una bolsa de ex-
traccion de ADN (Bioreba) y se agregaron 10 ml de buffer
TRIS-HCI (10 mM pH 7,2). Se macerd el material vegetal
con homogeneizador de tejidos (Homex 6, Bioreba AG) y
posteriormente se recuperé el macerado de tejido vegetal
que fue utilizado para preparar la mezcla con la suspen-
sién bacteriana.

A partir de un cultivo puro de la bacteria de 24 h
de crecimiento en LB liquido, se prepard una suspension
bacteriana (1x10° UFC/ml) a una DO a 600 nm. A partir
de la suspensién concentrada y utilizando el macerado de
tejido vegetal, se preparé otra suspension de concentra-
cién 1x108 UFC/m, la cual fue identificada como XccT 108.
Posteriormente, para la extraccion de ADN se siguieron
las instrucciones del manual de uso del kit de extracciéon
comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega).

Para las muestras citricas de campo se realizé la
extraccion de ADN directamente a partir de una lesion de
cancrosis presente en el fruto. Se desinfecto la superficie
del fruto con etanol 96° y se extrajo la lesién con bisturi
que fue cortada en cuatro porciones y colocadas en mi-
crotubo de 1,5 ml. Se agregaron 125 pl de buffer de homo-
genizacion (buffer PBS 0,02 M: tween 20 0,5%; polivinilpi-
rrolidona 2,0%; albumina de suero bovina 0,2%), y se dejé
difundir 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente
para la extraccion de ADN se siguieron las instrucciones
del manual de uso del kit de extraccion comercial Wizard
Genomic DNA Purification.

La calidad e integridad del ADN genémico obte-
nido fue evaluada mediante electroforesis en gel de aga-
rosa al 1%, seguida por tincidon con bromuro de etidio (0,5
pg/ml) y visualizada bajo luz UV (Sambrook et al., 1989).
La cantidad se estimd por comparacion con un ADN de
concentracion conocida utilizado como patron.

Tabla 1. Datos de los aislados de Xanthomonas spp. utilizados en el ajuste de las diferentes técnicas moleculares, Seccion

Fitopatologia, EEAOC.

Especies de Identificacion Origen Hospedero Aislado Conservado
Xanthomonas Lzl geografico P por: en:
- o FDC 1561 (IBSBF 409) Entre Rios, Argentina Citrus limon D. Zagory .
X. citri pv. aurantifolii, Fundecitrus,
patotipo B FDC 1565 (IBSBF 1583)  Entre Rios, Argentina (1990) Citrus limon B.l. Canteros Araraquara,
FDC 1631 (11122) Entre Rios, Argentina (1994) Citrus limon Sin dato Brasil
Xcc 1 col. Tucuman, Argentina Citrus fimon C. V. Martinez
X. citri pv. citri, 9 TEEAog:,
patotipo A Xce 2 col. Tucuman, Argentina Citrus limon C. V. Martinez A‘:g:mﬁ:;
XccT 108 Tucuman, Argentina Citrus fimon C. V. Martinez
X. albilineans 2y3 Tucuman, Argentina Saccharum officinarum  R. P. Bertani EEAQC,
) . Tucuman,
X. axonopodis pv. phaseoli 510-2 Tucuman, Argentina Phaseolus vulgaris S. Mamani AL:g:ntina
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Identificacion del patotipo de Xanthomonas
citri por técnicas moleculares

¢ PCR para el patotipo B

Para la puesta a punto de la PCR especifica de
X. citri pv. aurantifolii se sigui6 el trabajo de Fonseca et al.
(2019). Se llevaron a cabo reacciones en un volumen final
de 25 pl, conteniendo 2,0 mM de MgCl,; 1x buffer Taqg (In-
vitrogen); 0,2 mM de cada dNTP; 0,2 uM de cada cebador;
1,25 U/l de Taqg polimerasa; 1 yl de ADN gendémico (entre
50y 100 ng) y agua libre de nucleasas hasta completar el
volumen final. La amplificacion fue realizada con los ce-
badores XauBm F (5-TCGATCGCACGGACTACTTG-3) y
XauBm R (5"-AAAATGCGGCTCTCCCTCTC-3) que am-
plifican parte de un gen de una proteina hipotética (434
pb). El programa de amplificacion empleado en el equipo
MiniAmp Plus Thermal Cycler (Applied Biosystems) fue:
3 min de desnaturalizacion inicial a 94°C; seguida de 30
ciclos de 45 s a 94°C, 45 s a 59°C, 45 s a 72°C y una ex-
tension final de 5 min a 72°C. Como controles positivos se
utilizaron muestras de ADN de X. citri pv. aurantifolii, iden-
tificados como FDC 1561, FDC 1565 y FDC 1631. Como
controles negativos se utilizaron la mezcla de reactivos sin
la adicién de ADN “NTC” (No Template Control, por sus
siglas en inglés) y ADN extraido de suspension bacteriana
del patotipo A (Xcc 1 col.).

Para evaluar la especificidad de la técnica se uti-
lizaron muestras de ADN de diferentes patdgenos aislados
de citricos pertenecientes al Laboratorio de Fitopatologia,
como asi también de otras especies de Xanthomonas que
afectan a otros cultivos: Candidatus Liberibacter asiaticus
(HLB), Xylella fastidiosa subsp. pauca (CVC), Phomopsis
citri (melanosis), Elsinoe sp. (sarna de los citricos), Phyllos-
ticta citricarpa (mancha negra de los citricos) y Colletotri-
chum sp. (antracnosis), X. axonopodis pv. phaseoli (bacte-
riosis comun del poroto) y X. albilineans (escaldadura de la
hoja en cafa de azUcar).

Se determiné el limite de deteccion (LD) a partir
de ADN bacteriano del patotipo B; para ello, se realizaron
diluciones seriales 1:10, de 1x108 UFC/ml hasta 1 UFC/m
del control positivo (FDC 1565).

e PCR cuantitativo en tiempo real para el pato-
tipo A

Para la deteccion especifica de X. citri pv. citri,
patotipo A, se realiz6 la técnica de PCR cuantitativo en
tiempo real (QPCR) con los cebadores J-RTpth3 (5-ACCG-
TCCCCTACTTCAACTCAA-3), J-RTpth4 (5-CGCACCTC-
GAACGATTGC-3) y sonda TagMan J-Tagpth2 (5-6-FAM/
ATGCGCCCAGCCCAACGC-/TAMRA-3) (sonda Xcc)
segun Cubero and Graham (2005) con algunas modifi-
caciones. Se agregoé un juego de cebador-sonda, COXf
(5'-GTATGCCACGTCGCATTCCAGA-3’), COXr (5-GCCA-
AAACTGCTAAGGGCATTC-3) y COXp (5-HEX/ATCCA-
GATGCTTACGCTGG/BHQ-2A-3) que amplifica para la
citocromo oxidasa vegetal (COX, por sus siglas en inglés)
como control interno para evaluar la calidad y cantidad
de los ADN extraidos (Li et al., 2006). Para la optimiza-
cion de la gPCR se evaluaron diferentes concentraciones
de: sondas Xcc y COXp a 100, 120, 140, 160, 180 y 200
nM; cebadores J-RTpth3/J-RTpth4 y COXf/COXr a 150,
200, 250, 300, 350 y 400 nM. Asimismo, diferentes canti-
dades de ADN (1 pl, 2 pl'y 5 pl de ADN puro) y diferentes
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temperaturas de “annealing” fueron consideradas usando
el termociclador C1000 Thermal Cycler/CFX96 Real Time
System (Bio Rad).

Se llevaron a cabo reacciones en un volumen
final de 25 pl, conteniendo Premix Ex Taqg (Takara) (1x),
sondas, cebadores, ADN y agua libre de nucleasas, hasta
completar el volumen final. Como controles positivos se
utilizaron muestras de ADN de X. citri pv. citri, patotipo
A, identificadas como Xcc 1 col., Xcc 2 col. y XccT 108,
Como controles negativos se utilizaron la mezcla de reac-
tivos sin la adicién de ADN “NTC” y ADN extraido de tejido
vegetal citrico sano.

Para determinar la especificidad de la gPCR se
utilizaron como controles negativos ADN de X. citri pv. au-
rantifolii (patotipo B) y ADN de diferentes patdgenos aisla-
dos de citricos, incluyendo otras especies de Xanthomo-
nas que afectan otros cultivos: Ca. L. asiaticus (HLB), X.
fastidiosa subsp. pauca (CVC), P. citri (melanosis), Elsinoe
sp. (sarna de los citricos), P. citricarpa (mancha negra de
los citricos), Colletotrichum sp. (antracnosis), X. axonopo-
dis pv. phaseoli (bacteriosis comun del poroto) y X. albili-
neans (escaldadura de la hoja en cafa de azucar).

e Curva de calibracién de qPCR con sonda
TagMan

Para determinar si las condiciones de la gPCR
fueron las optimas, se realizé una curva de calibracién a
partir de ADN patotipo A (XccT 108). Se realizaron dilu-
ciones seriales 1:10, de 1x108 UFC/ml hasta 1 UFC/ml, y
se calculd la eficiencia de la reaccion. Cada dilucién fue
sembrada por triplicado.

Asimismo, para determinar el limite de deteccién
(LD) de la gPCR, se realizaron diluciones seriadas 1/10 de
una muestra de ADN extraido a partir de una lesién (1x108
UFC/ml) previamente cuantificada. Cada dilucién fue sem-
brada por triplicado.

e Andlisis de muestras de campo

Para poder identificar el patotipo de Xanthomo-
nas citri presente en las muestras de frutos citricos de las
provincias de Tucuman, Salta y Jujuy, se analizaron los
ADN extraidos mediante PCR especifica para la deteccién
de X. citri pv. aurantifolii, patotipo B.

En cada reaccion se utilizé como control positivo
de amplificacion ADN de X. citri pv. aurantifolii (FDC 1565);
como controles negativos se utilizaron un “NTC”, ADN del
patotipo A (Xcc 2 col.) y de X. albilineans 3. Los resulta-
dos fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa
1,5% y se visualizaron con luz UV luego de la tincion con
bromuro de etidio. Finalmente, se seleccionaron al azar el
20% de las muestras, con resultado negativo para el pa-
totipo B, que fueron analizadas por gPCR para confirmar
la presencia del patotipo A.

8 RESULTADOS Y DISCUSION

) Recoleccion de muestras citricas

Durante el monitoreo correspondiente a la cam-
pafna 2022 se recolectaron 155 muestras de frutos de li-
mon, provenientes de 11 departamentos de la provincia
de Tucuman. De las cuales 41 muestras pertenecian al
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departamento Burruyacu, 18 a Tafi Viejo, 14 a Famailla, 14
a Monteros, 14 a Cruz Alta, 11 a J. B. Alberdi,10 a Chicli-
gasta, 10 a La Cocha, 10 a Lules, 9 a Yerba Buenay 4 a
Rio Chico.

Adicionalmente, 684 muestras citricas fueron re-
mitidas por Senasa (que incluyeron frutos de limoén, na-
ranja, mandarina y pomelo). De ellas, 507 pertenecieron a
la provincia de Tucuman, 268 muestras del departamento
Burruyacu, 56 de Tafi Viejo, 55 de Juan Bautista Alberdi,
40 de Famailla, 36 de Chicligasta, 16 de La Cocha, 12 de
Lules, 9 de Yerba Buena, 8 de Rio Chico, 5 de Cruz Alta
y 2 de San Miguel de Tucuman. De Salta, 169 muestras
citricas donde 99 pertenecian al departamento Anta, 65 de
Oran, 5 de Metan; y 8 muestras de la provincia de Jujuy, 5
del departamento Santa Barbara y 3 de Ledesma.

Los frutos citricos presentaban lesiones de can-
crosis de 2 a 5 mm de didmetro, consistencia corchosa,

algunas con presencia de un halo aceitoso, con apariencia
caracteristica de la enfermedad (Figura 1).

_ ) Extraccion de ADN

Con las dos metodologias empleadas se lo-
gré obtener ADN a partir de la suspension bacteriana de
tres aislados del patotipo B, tres aislados del patotipo A,
dos aislados de X. albilineans y uno de X. axonopodis pv.
phaseoli.

Se obtuvieron muestras de ADN de un total de
839 lesiones de cancrosis extraidas de los frutos citricos.
El ADN extraido, usando el kit de extraccion comercial,
resultdé de buena calidad e integridad, segun los fragmen-
tos visualizados en gel de agarosa al 1% (Figura 2). Las
cantidades de ADN obtenidas oscilaron entre 100 y 500
ng/pl.

Figura 1. Sintomas de cancrosis en frutos citricos provenientes de las provincias de Tucuman,
Salta y Jujuy, campafia 2022. Seccion Fitopatologia, EEAOC.

T34-7 500 ng/pl
Xce-1 L 100 ng/pl

Xcec34
Xccd1
Xcch4
Xcc62
Xeer1
Xcc94
Xcc104
Xcc108
Xcc107
Xce113
Xce115
Xcc118
Xcc120
Xce125
Xcc138

Figura 2. Fragmentos de ADN extraidos de las lesiones de cancrosis visualizados en gel de agarosa 1%, Seccion Fitopatologia,

EEAOC.
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J Identificacion del patotipo de Xanthomonas
citri por técnicas moleculares

¢ PCR para el patotipo B

Las reacciones de PCR especifica de Fonseca et
al. (2019) lograron amplificar un Unico fragmento de ADN
de aproximadamente 434 pb en el control positivo de X.
citri pv. aurantifolii. EI LD de la PCR para identificar el pa-
totipo B fue de 1 x 10° UFC/ml (Figura 3). La técnica mos-
tr6 especificidad al no amplificar fragmentos de ADN en
la muestra del patotipo A (Xcc 1 col.), ni en los controles
negativos como ser Ca. L. asiaticus (HLB), X. fastidiosa
subsp. pauca (CVC), P. citri (melanosis), Elsinoe sp. (sar-
na), P. citricarpa (M negra), Phomopsis citri y Colletotri-
chum sp., X. axonopodis pv. phaseoli y X. albilineans 2, ni
en el NTC (Figura 3).

La técnica de PCR desarrollada por Fonseca et
al. (2019) resultd accesible y econémica, y permitié obte-
ner buena calidad de analisis. El ajuste y validacién de la
técnica de PCR para diferenciar el patotipo B del A se rea-
lizd sin mayores inconvenientes. La sensibilidad de la PCR
con un LD de 1 x 10° UFC/ml fue similar al obtenido por
Fonseca et al. (2019), donde su LD fue de 1,5 x 105 UFC/
ml. Otra ventaja de la técnica es que permite la deteccién
de todos los patotipos en la misma reaccion de PCR (PCR
multiplex), donde una muestra puede ser sometida a una
reaccion de PCR con todos los cebadores, reduciendo el
tiempo de obtencion del resultado, lo cual no fue evaluado
en el presente trabajo.

e PCR cuantitativo en tiempo real para el pato-
tipo A

El ajuste, optimizacion y validacién de la gPCR
desarrollada por Cubero and Graham (2005) permitié de-
tectar en forma especifica al patotipo A. Las condiciones
6ptimas de la reaccion fueron logradas al adicionar 1 pl
de ADN a la mezcla constituida por la solucién de Pre-
mix Ex Taq (Takara) (1x); cebadores J-RTpth3, J-RTpth4 y
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COXf/r (400 nM); sondas Xcc (160 nM) y COXp (140 nM) y
agua libre de nucleasas, con un volumen final de 25 pl. El
programa de amplificacion ajustado consistié de un ciclo
inicial a 95°C por 10 min, seguido de 41 ciclos a 95°C por
15 sy 58,6°C a 30 s (hibridacion y extension).

La eficiencia de la reaccion fue de 98% con una
pendiente de -3,370. La precision del ensayo fue alta
(R?=0,999) en las diluciones del control positivo estandar
realizadas basado en el analisis de regresion lineal. El valor
de fluorescencia fue de 10.998, con un umbral de 864,518
(Figura 4). La técnica de qPCR mostré ser especifica para
detectar X. citri pv. citri (patotipo A) ya que no hubo ampli-
ficacion en ninguno de los controles negativos utilizados.
Segun el trabajo de Cubero and Graham (2005), el dise-
flo de los cebadores fue a partir del gen pth, el cual esta
presente en otras Xanthomonas spp, pero se basaron en
resultados previos obtenidos con cepas de los patotipos
A, AV, A*, By C; y también con X. axonopodis pv. citrumelo
(Cubero and Graham, 2002). Si bien los autores reporta-
ron que la técnica es especifica para detectar la bacteria
causante de la cancrosis de los citricos, cualquiera fuese
su patotipo, en el presente trabajo solo se pudo detectar
al patotipo A, los controles correspondientes al patotipo B
no produjeron curvas de amplificacion.

La reaccion usando diluciones del ADN de la
lesion cuantificada mostré alta sensibilidad. El LD de la
gPCR fue de 1 x 102 UFC/ml, correspondiendo a un ciclo
umbral Ct (por sus siglas en inglés-cycle threshold) pro-
medio de 34,98. El valor de fluorescencia fue de 9.901,
con un umbral de 554,667 (Figura 5).

Los coeficientes de correlacién de la curva de
calibracién indicaron una fuerte relacion entre la concen-
tracion de la bacteria y el Ct en la reaccion. Ademas, la
eficiencia de amplificacion fue alta en un amplio rango de
concentracion de la bacteria, arrojando un LD de 1 x 102
UFC/ml, demostrando su alta sensibilidad. El agregado de
un juego de cebador-sonda que amplifica para el COX,
permitié una ventaja adicional para poder evaluar la cali-

FDC 156510 °
FDC 156510°%
FDC 156510 %
FDC 156510°%
FDC 156510%
FDC156510 v
FDC 156510%

434 pb

Figura 3. Fragmentos de ADN obtenidos con los cebadores XauBm F/XauBm R en gel de agarosa 1,5%. LD de X. citri
pv. aurantifolii y controles negativos, Seccién Fitopatologia, EEAOC.
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Figura 4. Curva de calibracion con sonda TagMan, para X.
citri pv. citri (patotipo A) a partir de diluciones seriales de ADN
de XccT 108 (Standard: O), Seccién Fitopatologia, EEAOC.
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dad y cantidad de los ADN extraidos (Li et al., 2006).

e Analisis de muestras de frutos citricos
No se detectd la presencia de la bacteria X. citri

MA 100 pb
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X. albil. 3
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Xee3l
Xoodl
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XeoBL
XcocBL
Xeccol
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Figura 5. Determinacion del LD mediante curva de
amplificacion con sonda TagMan para X. citri pv. citri (patotipo
A) a partir de diluciones seriales del ADN extraido de una
lesion cuantificada, Seccion Fitopatologia, EEAOC.

pv. aurantifolii, patotipo B en las 839 muestras analizadas
de las provincias de Tucuman, Salta y Jujuy. El control po-
sitivo FDC 1565 amplificé un fragmento de 434 pb, no asi
los controles negativos utilizados (Figura 6).

Xeo10L
Xeelil
Xcel12L
Xce13L
Xce14L
Xec15L
Xecol6L
FDC 1565 10% v

434 pb

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de PCR con los cebadores XauBm F/XauBm R usando ADN
extraidos de lesiones de cancrosis en frutos citricos, Seccién Fitopatologia, EEAOC.
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Figura 7. Curvas de amplificacion de muestras de ADN extraido de frutos citricos con sintomas de cancrosis
(curvas rojas) y de ADN vegetal utilizado como control interno (curvas verdes), resultados de la técnica de
qPCR para X. citri pv. citri (patotipo A). Seccién Fitopatologia, EEAOC.

Las 168 muestras de ADN de lesiones de cancro-
sis, que representan el 20% de la totalidad de muestras
analizadas y que resultaron negativas para el patotipo B,
produjeron curvas de amplificacion para el patotipo A con
la técnica de gPCR (Cubero and Graham, 2005) (Figura
7). Estos resultados fueron similares a los obtenidos por
Ramallo et al. (2005), basados solamente en muestras de
frutos de limon de Tucuman; sin embargo, en el presente
estudio se logré ampliar las variedades citricas y las zonas
productoras monitoreadas, confirmando que la bacteria
causante de la cancrosis de los citricos del NOA es Xan-
thomonas citri pv. citri, patotipo A.

8 CONCLUSIONES

Ninguna de las muestras de frutos citricos ana-
lizadas resulté positiva para Xanthomonas citri pv. auran-
tifolii (cancrosis tipo B). Las muestras a su vez resultaron
positivas para Xanthomonas citri pv. citri (cancrosis tipo
A). Estos resultados, sumado a la falta de reportes de can-
crosis tipo B en la regién, sugieren la ausencia del patotipo
B en la regién NOA y confirman que los sintomas de can-
crosis presentes corresponden al patotipo A.

Las técnicas moleculares ajustadas y validas de
PCR convencional para el diagndstico X. citri pv. auran-
tifolii, patotipo B, y la gPCR para la deteccion de X. citri
pv. citri, patotipo A, mostraron una especificidad y sensi-
bilidad adecuadas para realizar un diagndstico confiable y
especifico en frutos citricos que puede ser utilizada en los
programas de exportacion que lo requieran.

El presente estudio aporta informacion sobre el
patotipo de Xanthomonas citri que afecta al cultivo de ci-

o

tricos en el NOA, y contribuira a las actividades realizadas
en el marco de los programas de exportacion de fruta ci-
trica fresca a China, donde el patotipo A esta presente, y
requiere que la fruta argentina que se exporte a dicho pais
esté libre del patotipo B. Ademas, brindara una herramien-
ta de diagnostico de rutina para analizar las muestras con
destino a otros mercados, donde se considere cuarente-
nario a uno o ambos tipos de cancrosis.
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