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BACTERIOSIS Y NECROSIS APICAL DEL NOGAL: COMPLEJOS MICROBIANOS
INVOLUCRADOS EN LA CAIDA TEMPRANA DE FRUTOS EN EL VALLE MEDIO

DEL Ri0O NEGRO

WALNUT BLIGHT AND BROWN APICAL NECROSIS: MICROBIAL COMPLEXES
INVOLVED IN WALNUT EARLY FRUIT DROP OF VALLE MEDIO DEL RIO NEGRO
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Resumen

La bacteriosis del nogal causada
por Xanthomonas arboricola pv. juglandis es una
patologia responsable de grandes pérdidas econémicas
en la produccion del nogal a nivel mundial.

Desde finales de la década de 1990, se ha observado
una nueva enfermedad que afecta a los nogales,
causando la caida prematura de los frutos e
importantes disminuciones en el rendimiento de los
cultivares en Europa. Los frutos presentan una necrosis
apical que comienza en los extremos pedunculares
y puede extenderse, en diferente grado, por toda la
superficie. Estudios realizados revelan que la bacteria
Xanthomonas junto al género fingico Fusarium vy
ciertos taxones de Alternaria serian los agentes
implicados en el desarrollo y evolucion de la patologia.

Durante la temporada 2013-2014 se registraron
severos dafios y caida temprana de frutos en la
region productora de nueces del Valle Medio del rio
Negro, con porcentajes que superaban las pérdidas
de rendimiento de las temporadas anteriores. Ante
esta problemadtica, la Universidad Nacional de Rio
Negro realiz6 un estudio sobre frutos afectados y los
resultados preliminares parecen revelar la presencia
de casos de necrosis apical en la region, siendo este,
a nuestro conocimiento, el primer reporte de la
enfermedad en el pafs.

Palabras: clave: Necrosis apical, Bacteriosis, Alternaria.

Abstract

Walnut blight caused by Xanthomonas arboricola pv.
juglandis is a pathology responsible for great economic
losses in the production of walnut worldwide.

Since the late 1990s, it was observed a new disease
that affects walnut trees causing premature fruit
drop and significant reductions in yield of cultivars
in Europe. Fruits show an apical necrosis that begins
at the estigmatic ends and may extend, with different
degree, through their surface. Studies reveal that the
bacterium Xanthomonas together with the fungal
genus of Fusarium and certain Alternaria taxa would be
the agents involved in the development and evolution
of the pathology.

During the 2013-2014 season, it was registered severe
damage and early fruit drop in the walnut producing
region of the Valle Medio del rio Negro, with
percentages exceeding yield losses in previous seasons.
Faced to this problem, the University of Rio Negro
conducted a study on affected fruits, preliminary
results seem to reveal the occurrence of apical necrosis
in the region, and this, to our knowledge, is the first
report of the disease in the country.

Keywords: Apical Necrosis, Walnut blight, Alternaria.
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Introduccion

La bacteriosis del nogal (Juglans regia 1.) causada
por la bacteria Xanthomonas arboricola pv. juglandis
(sin. Xanthomonas campestris pv. juglandis) es una
importante patologia que puede destruir hasta el
50 % del rendimiento de una plantacion de nogales,
segtin fue reportado en Francia (Garcin y Duchesne,
2001). A nivel mundial, esta enfermedad se presenta
practicamente en todos los paises donde se cultivan
nogales. Esta patologia, conocida también como
“tizon”, “mal seco” o “peste negra” del nogal,
fue citada en la Argentina por primera vez por
Marchionatto en 1944 (Flores et al., 2003). Cuando
los frutos son infectados por este patdgeno, durante
el periodo de prefloracién o floracion, las lesiones se
encuentran tipicamente en el extremo apical y constan
de dreas pequenias, circulares o irregulares y humedas
que posteriormente se deprimen y se hunden hacia el
tejido interno. Cuando la infeccion se produce luego de
la floracion, se aprecian pequefias manchas circulares
a los costados de la nuez, con mirgenes bien definidos
y de apariencia himeda y deprimida como la primera
lesion originada en el extremo de los frutos (Miller y
Bollen, 1946).

Durante los tdltimos afios se ha reportado una nueva
enfermedad que afecta a los nogales causando caida
prematura de los frutos e importantes mermas en el
rendimiento de plantaciones en regiones mediterraneas
tales como Espana, Francia, Turquia (Moragrega y
Ozaktan, 2010) e Italia (Belisario et al., 2002). Los
sintomas caracteristicos de la enfermedad consisten
en una necrosis apical que se origina en el extremo
estigmdtico de los frutos. Una necrosis apical
caracteristica que causa severa caida de frutos fue
definida por Belisario como necrosis apical marrén
(NAM) vy fue recientemente descripta en algunas
regiones productoras de nogales de Espafia e Italia.
NAM fue reportada por primera vez y observada en
Italia en 1998 (Belisario et al., 2002).

Informacion recolectada luego de varios afos de
estudios sobre necrosis apical en plantaciones de nogal
de Espana y Turquia llevaron a la descripcion de los
sintomas internos y externos de frutos afectados que
permanecen unidos al arbol y de frutos caidos al suelo.
Los sintomas externos comienzan a generarse luego
del cuajado del fruto en el extremo apical de este y se
vuelven mds evidentes a medida que el fruto crece. Las
lesiones suelen ser pequefias y de color marrén oscuro
o negras, no humedas que progresan hasta adquirir
un tamafo aproximado entre 2-15 mm con mérgenes

relativamente regulares y generalmente circulares,
adoptando la forma de un parche. A diferencia
de los frutos que permanecen unidos al drbol, la
necrosis externa en los frutos caidos puede alcanzar
la zona ecuatorial y, a veces, suelen cubrirse de un
micelio fingico blanco superficial en sus extremos.
Con respecto a los sintomas internos, la infeccion
avanza a través de los tejidos y puede alcanzar la
semilla, provocando una podredumbre marrén o
negra (Moragrega y Ozaktan, 2010). Esta descripcion
coincide con los sintomas hallados en frutos con
NAM en cultivares de Italia descripta por Belisario. Si
bien la necrosis en el extremo apical siempre se halla
presente, no se observa una correlacién definida entre
la extension de las lesiones externas con las internas
(Belisario et al., 2002).

Debido a la semejanza de los sintomas, la necrosis
apical externa puede confundirse con la bacteriosis del
nogal durante los primeros estadios del desarrollo de
la nuez, y la diferenciacion entre ambas enfermedades
requiere una detallada observacion de los sintomas que
presenten los tejidos internos y externos de los frutos
(Moragrega y Ozaktan, 2010).

En relacion con la resistencia varietal, y segiun
observaciones realizadas en 4reas afectadas, la
mayoria de los cultivares de nueces comerciales como
Chandler, Hartley, Serr, Lara y Vina son susceptibles a
la necrosis apical y sus frutos suelen deteriorarse y caer
en etapas tempranas, a diferencia de otras variedades
como Franquette, que parecen sufrir un menor dafio
(Moragrega y Ozaktan, 2010).

Agentes causales de la necrosis apical

Estudios actuales indican que los agentes responsables
de esta enfermedad podrian involucrar
bacteria Xanthomonas arboricola pv. juglandis como
responsable de la infeccién inicial y también a un grupo
variado de hongos entre los que se destaca Fusarium
y un complejo de diferentes taxones de Alternaria
(Moragrega et al., 2011). Estos ultimos pueden ser
separados en tres grupos morfoldgicamente diferentes,
cada uno tipificado por una especie de Alternaria
representativa: el grupo A. alternata, el grupo A.
tenuissima y el grupo A. arborescens (Hong et al.,
2006). La presencia de estos géneros y especie fingicas
estaria asociada a una colonizaciéon oportunista de
lesiones apicales que fueron originadas por la bacteria.
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Condiciones predisponentes al desarrollo de
la enfermedad

Ha sido sefialado que problemas nutricionales y
caracteristicas del suelo (acidez, textura liviana, bajo
contenido de manganeso y magnesio y deficiencia de
fosforo y calcio) en adicion a la infeccion microbiana
podrian predisponer a los drboles a ser infectados e
incrementar la severidad de la necrosis apical (Garcin y
Duchesne, 2001). Esta patologia también podria estar
relacionada con factores climdticos como las lluvias
o la temperatura. Aunque no estin completamente
definidas las condiciones ambientales que favorecen
su desarrollo, se observé que porcentajes de humedad
relativa superior al 70 % y temperaturas promedio
mayores a 24 °C durante el periodo de crecimiento
inicial de los frutos pueden disparar el desarrollo de la
enfermedad (Moragrega y Ozaktan, 2010).

El cultivo del nogal en el Valle Medio y
situacion actual en la region

En la region del Valle Medio del rio Negro, en la
Patagonia Norte, comenzé a desarrollarse una
nogalicultura de caracteristicas innovadoras, con
variedades de carga lateral, uso de portainjertos, mayor
densidad de plantacion y sistemas de conduccion
modernos. Aproximadamente 400 ha son cultivadas
por 50 productores en este valle, y la principal variedad
es Chandler, le siguen en importancia Franquette,
Cisco, Tulare, Ivarto y Mayette. Los portainjertos mas
utilizados son J. regia y |. hindsii. Los productores de
la region integran una iniciativa organizacional de
cardcter publico-privado, el Cluster de Frutos Secos
de Rio Negro, que reune a agricultores, empresarios,
técnicos y funcionarios tanto del Valle Medio como del
Valle Inferior y del Alto Valle del rio Negro, vinculados
a la produccion y comercializacion de nueces, avellanas
y almendras (Nievas et al., 2014).

Durante la temporada 2013-2014 en varias
plantaciones comerciales de nogal (Juglans regia) del
Valle Medio del rio Negro, se verificaron severos dafios
debido a una enfermedad que presentaban los nogales,
que causaba la caida temprana de los frutos y la lesion
progresiva de aquellos que quedaban adheridos a los
arboles. Los nogalicultores han registrado mermas de
hasta un 70 % en la produccién local, lo cual significa
una pérdida econdmica muy importante para este
sector productivo (Cluster de Frutos Secos de Rio
Negro, comunicacién personal). Los porcentajes de
pérdidas obtenidos en temporadas previas a causa de la
bacteriosis del nogal fueron inferiores a los obtenidos

durante la temporada 2013-2014, lo cual permite
sospechar la presencia de una nueva enfermedad en la
region.

Objetivo

Si bien se tiene conocimiento de la existencia de esta
misma sintomatologia en nogales de otras regiones
del pais de acuerdo con informacién suministrada por
personal del INTA (comunicacién personal), luego
de una exhaustiva buasqueda bibliografica, no hemos
encontrado reportes formales de esta en nuestro pais.
En adicion y considerando la situacion planteada en el
Valle Medio del rio Negro respecto de una enfermedad
que causa importantes pérdidas al sector productor,
como asi también que se estd extendiendo rapidamente
en la region, el objetivo general del trabajo se centra
en estudiar los microorganismos involucrados en
la patologia, identificindolos y determinando su
concentracién, a fin de establecer posteriormente
estrategias de control, como también de deteccion
temprana que permitan evitar las grandes pérdidas
econOmicas al sector productivo y mantener la sanidad
de los cultivos. Asi, en esta primera etapa, se intenta
identificar los diferentes microorganismos involucrados
y, especificamente, los taxones de Alternaria presentes
en frutos visiblemente afectados del Valle Medio del
rio Negro.

Materiales y métodos

Muestreo: Se realizaron dos muestreos durante el mes
de noviembre de 2013 en los que se recolectaron, al azar,
frutos visiblemente afectados de 4rboles provenientes
de plantaciones ubicadas en las localidades de Choele
Choel y Luis Beltran en el Valle Medio del rio Negro.
Las variedades analizadas fueron Chandler y Tulare.
Basindose en los sintomas externos, un total de
50 frutos fueron clasificados como afectados por
bacteriosis o afectados por necrosis apical. Luego,
30 de estos frutos fueron cortados en mitades para
inspeccionar y registrar la presencia y extension de
las lesiones internas y para proceder con el andlisis
microbiolégico.

Aislamiento e identificacion de microorganismos:
Se efectué una desinfeccion superficial de los frutos
sumergiéndolos en una solucién de hipoclorito de
sodio (NaOCI) al 1 % durante 2 minutos. Luego se
enjuagaron con agua destilada estéril. Posteriormente,
se cortaron las nueces en mitades y se tomd el extremo
estigmadtico y porciones de los diferentes tejidos internos
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del fruto. Todos los trozos se sembraron en medio
agar papa dextrosa suplementado con Cloranfenicol
(0,1 g/L). Las placas se incubaron a 25 °C durante
5 dias y luego se subcultivaron para obtener cultivos
puros de los diferentes géneros fungicos obtenidos,
que se identificaron sobre la base de caracteristicas
morfoldgicas del cultivo y microscépicas segtn Pitt y
Hocking (2009). En particular, 82 aislamientos fingicos
pertenecientes al género Alternaria obtenidos a partir
de cultivos monosporicos se identificaron a nivel grupo
especie siguiendo los criterios establecidos en estudios
previos (Simmons y Roberts, 1993; Simmons, 2007).

En paralelo, con la otra mitad del fruto, se realiz6 el
andlisis bacteriologico en los medios Luria Bertani
(LB) y levadura dextrosa calcio (YDC).

Resultados

Sintomas: El 53 % de los frutos analizados presentd
sintomas de bacteriosis. Nueces de la variedad Chandler
exhiben un moteado externo de manchas color marrén
oscuro - negro humedas, que se hunden hacia el tejido
y se extienden por la superficie del fruto, en algunos
casos hasta su totalidad. Se observa una amplia
variedad respecto a la severidad y a la extension de
los sintomas. En ciertas ocasiones se puede visualizar
la presencia de filamentos blancos en el extremo
estigmatico correspondientes a desarrollo fungico
(Figura 1). Con respecto a los sintomas internos, en la
mayoria de los frutos, el tejido se encuentra necrosado
en los mismos sitios en los que se observé el moteado
en el exterior. En algunos casos las lesiones pueden
extenderse y afectar a tejidos mds internos (Figura 2).
En nueces de la variedad Tulare, el moteado externo es
mayor casi convirtiéndose en una unica mancha que,
por lo general, es mucho mds oscura y himeda que en
la variedad Chandler (Figura 3). Con respecto a las
lesiones internas, estas parecen limitarse solo al tejido
subyacente a la cdscara (Figura 4).

El 47 % restante de los frutos present6 sintomas de
necrosis apical. Todos corresponden a la variedad
Chandler. Externamente, se observa una tinica mancha
amarronada, que puede variar en intensidad de color,
que cubre solo el extremo estigmdtico del fruto. A
veces, puede aparecer rodeada de una linea definida en
el limite (Figura 5). Internamente, el tejido se encuentra
ennegrecido solo en el extremo estigmatico y de alli
puede, en algunos casos, propagarse hasta llegar a la
semilla (Figura 6).

Tanto en frutos con bacteriosis como en frutos con necrosis
apical no existe una correlacion entre la severidad de los

Figura 1: Sintomas externos de bacteriosis en variedad Chandler,
2013, Carolina Temperini.

Figura 2: Sintomas internos de bacteriosis en variedad Chandler,
2013, Carolina Temperini.
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Figura 3: Sintomas externos de bacteriosis en variedad Tulare,
2013, Carolina Temperini.

Figura 4: Sintomas internos de bacteriosis en variedad Tulare,
2013, Carolina Temperini.

Figura 5: Sintomas externos de necrosis apical en variedad
Chandler, 2013, Carolina Temperini.

1gura 6: Sintomas internos de necrosis apical en varledad
Chandler, 2013, Carolina Temperini.

sintomas externos con los internos de un mismo fruto, tal
como fuera reportado por Belisario et al. (2002).

Aislamiento e identificacion de microorganismos: En
la totalidad de los frutos analizados que presentaban
sintomas de bacteriosis y sintomas de necrosis apical
se observo desarrollo fingico. Las colonias obtenidas
corresponden a los géneros Alternaria (82,1 %),
Epicoccum (13,9 %)y Fusarium (4 %) (Figura 7).
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Respecto a  Alternaria,  particularmente, los
aislamientos fueron clasificados en dos grupos especies
morfologicamente diferentes: un 96,3 % corresponden
al grupo Alternaria tenuissima (Figura 8) y un 3,7 % al
grupo Alternaria alternata.

Enel 95,4 % delos frutos analizados, la bacteria aislada
resultdé Gram negativa y vista al microscopio 6ptico
presenté forma de bastén. Crecié de color amarillo
en los medios LB e YDC (Figura 9), presuntivamente
tratindose de Xanthomonas, identidad que se
confirmara por técnicas bioquimicas y moleculares.

Alternaria

Epicoccum

Fusarium

Figura 7: Caracteristicas morfoldgicas de las colonias fungicas
halladas, 2013, Carolina Temperini.
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Figura 8: Patrén de esporulacion y conidios de Alternaria

tenuissima, 2013, Carolina Temperini.

Figura 9: Colonias bacterianas obtenidas en los medios de cultivo
LB e YDC, 2013, Carolina Temperini.

Discusion

Este estudio provee informacion acerca de los diferentes
microorganismos que parecen estar vinculados a
enfermedades causantes de caida temprana en frutos
de nogal del Valle Medio del rio Negro. El hallazgo de
diferentes géneros fungicos en la totalidad de los frutos
analizados pero no de bacterias, conduce a presuponer
un rol importante de los hongos en estas patologias.
Entre ellos, el género Alternaria se destaca por su
concentracién, y, dentro de este, los grupos especies
encontrados fueron A. tenuissima y A. alternata, entre

los cuales el primero predomina. A su vez, los sintomas
observados en los frutos analizados coinciden con
aquellos descriptos en la bibliografia para bacteriosis
y necrosis apical. Todos estos datos contribuyen a
suponer la existencia de ambas enfermedades en la
region productora y a presumir un rol importante de
Alternaria tenuissima en el desarrollo o intensificacion
de estas.
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