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Resumen

Xanthomonas citri shsp. citri (Xcc) es la especie bacteriana causante del cancro citrico, enfermedad restrictiva para el
comercio internacional de fruta fresca. Veinte aislamientos de Xcc, de Uruguay y la region, responsables de la forma mas
severa del cancro citrico, fueron caracterizados a nivel fenotipico y genotipico con el fin de conocer su diversidad. Su identidad
fue confirmada por anticuerpos especificos, PCR e inoculacion. Se evalud la virulencia en plantas de pomelo y la sensibilidad
a antibioticos. A nivel genotipico, las cepas fueron caracterizadas segin el perfil plasmidico y las secuencias repetidas ERIC.
Todas las cepas resultaron sensibles a estreptomicina y ampicilina, a excepcion de la cepa 89.5ex, resistente a ampicilina. En
el anélisis de virulencia, expresada por el nimero de pUstulas inducidas/cm? de tejido vegetal, se observaron diferencias entre
las cepas aunque no es posible agrupar los aislamientos por similitud de virulencia. El aislamiento 138.2 se destaca por
desarrollar mayor cantidad de pustulas en todos los ensayos realizados. Se identificaron tres perfiles plasmidicos, siendo
mayoritario el perfil conformado por dos plasmidos, presentes en el 65% de las cepas. La «huella dactilar» obtenida por ERIC
esigual en 18 de los aislamientos analizados, aunque dos de ellos presentaron una banda diferencial de 1992 ph. Apesar de
las diferencias mencionadas, la poblacion estudiada mostr6 un alto nivel de homogeneidad, caracteristica ya descrita para
Xcc. Es interesante observar que el aislamiento con mayor virulencia fue el inico en el cual se detectaron tres plasmidos.
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Summary

Characterization of Xanthomonas citri shsp. citri Strains, the Causal Agent
of Citrus Canker

Xanthomonas citri shsp. citri (Xcc) is the bacterium that causes citrus canker, a disease restrictive for the international fresh
fruittrade. In order to know its diversity, twenty Xcc isolates from Uruguay and the region, responsible for the most severe form
of citrus canker, were studied for phenotypic and genotypic characterization. Its identity was confirmed by specific antibodies,
PCR and inoculation. The virulence in grapefruit plants and the sensitivity to antibiotics were evaluated. At a genotypic level, the
strains were characterized according to the plasmid profile and the repeated ERIC sequences. All the strains were resistant
to streptomycin and ampicillin, strain 89.5ex was an exception, being resistant to ampicillin. The analysis of virulence,
expressed by the number of induced pustules/cm? of vegetal tissue, showed differences among the strains. However, itis not
possible to group the isolates by the degree of similarity of the virulence. The 138.2 isolate stands out for the development of a
greater number of pustules in all the assays. Three plasmid profiles were detected; the profile formed by two plasmids
represented the majority, being present in 65% of the strains. The «fingerprint» obtained by ERIC is the same in 18 of the
analysed isolates, even though two of them showed a differential band of 1992 bp. In spite of the differences mentioned, a high
level of homogeneity was found in the population studied, a characteristic already described for Xcc. Interestingly, the most
virulent isolate was the only one in which three plasmids were found.
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Introduccidn

La bacteria Xanthomonas citri shsp. citri (Xcc) —antes
X.axonopodis pv. citri- es responsable de la forma mas
severa del cancro citrico, enfermedad que afecta a todas
las especies de citricos (Brunings y Gabriel, 2003) ocasio-
nando defoliacion de la planta, dafio y caida prematura del
fruto, secado de ramas y debilitamiento general del arbol
(Graham et al., 2004). Sin embargo, su principal impacto
economico se debe a la regulacion impuesta sobre el co-
mercio de productos citricos (Canteros, 2006).

Esta situacion determina la necesidad de contar con
herramientas para la deteccion del agente causal y su iden-
tificacion precisa, asi como conocer la variabilidad del pat6-
geno en una region determinada. Establecer la variabilidad
y diversidad de un patogeno permite desarrollar técnicas de
deteccidn capaces de reconocer todas sus variantes posi-
bles, realizar estudios epidemioldgicos y establecer méto-
dos efectivos de control. La discriminacion de razas y pato-
vares de Xcc ha sido de particular importancia en el esta-
blecimiento del riesgo en programas de erradicacion de la
enfermedad, en Florida-EEUU y otras zonas afectadas
(Schoulties et al., 1987).

Para la caracterizacion bacteriana se utilizan varias téc-
nicas basadas en rasgos fenotipicos (Louws et al., 1999;
Khoodoo et al., 2005). Sin embargo, estas caracteristicas
pueden tener baja reproducibilidad y no necesariamente
reflejan las relaciones genéticas de los aislamientos bacte-
rianos. En contraste, los métodos basados en ADN son
més estables y proporcionan un resultado més preciso de
las relaciones genéticas. Varias de estas técnicas han sido
aplicadas para caracterizar cepas de Xcc (Civerolo, 1985;
de Souza Carvalho et al., 2005; Pruvost, et al., 1992; Har-
tung, 1992; Cubero y Graham, 2002, 2004; Shiotani, et al.,
2000; Goncalves y Rosato, 2000, 2002; Mohammadi et al.,
2001). Los resultados obtenidos con la secuenciacion de
regiones de ARNr evidencian el alto grado de conservacion
de estas regiones en el género Xanthomonas inhabilitando
dicha metodologia para la diferenciacion a nivel de razas o
patovares (Hauben etal., 1997).

Si bien no se utilizan antibiticos para el control de Xcc, el
estudio de la resistencia a estos agentes permite ampliar la
caracterizacion de la bacteria e identificar marcadores bio-
l6gicos aplicables a la seleccion en ensayos de conjuga-
cién o transformacion. Verniére et al. (1994), detectaron una
variante de Xcc con altos niveles de resistencia a antibioti-
cos relacionados con las penicilinas. Asimismo, se obser-
v que los determinantes genéticos de la resistencia al an-
tibidtico estreptomicina, se encuentran ligados a aquellos
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que determinan la resistencia a cobre (Cooksey, 1990;
Sundiny Bender, 1993). Este aspecto es de relevancia ya
que el control de la enfermedad en el campo se basa casi
exclusivamente en productos a base de cobre. Para el
caso de Xcc se ha reportado la existencia de cepas
resistentes a cobre en Misiones y Corrientes en Argen-
tina (Canteros, 1999), no asi en Brasil (Maciel et al.,
1998) hasta el momento.

En Uruguay, el cancro citrico fue descrito en 1949, sobre
plantas de limén, presentando una baja severidad y exten-
sion. Estudios realizados por el Ministerio de Ganaderia,
Agriculturay Pesca, determinaron que se trataba de la can-
crosis tipo B, producida por Xanthomonas citri shsp. au-
rantifolli. En afios posteriores, el ingreso de la bacteria cau-
sante del tipo A (Canale y Francis, 1988), ya presente en
Brasil y Paraguay, determind la rapida dispersion de la en-
fermedad debido a la mayor severidad de este tipo bacteria-
no. A partir de 1977 las autoridades fitosanitarias implemen-
tan diferentes medidas para su control que incluyen campa-
fias de erradicacion a nivel nacional (Arocenaetal., 1979),
inclusion de la enfermedad en esquemas de certificacion de
material de propagacion, y determinacion de zonas libres
de la enfermedad que permiten cumplir con las exigencias
de los mercados compradores. Distintos relevamientos y
monitoreos realizados en afios subsiguientes no han logra-
do aislar de muestras de campo la cepa B, encontrandose
presente exclusivamente la cepa A.

Se ha observado una importante variacion anual en la
incidencia de la enfermedad, atribuible a factores depen-
dientes de la planta como estado fisioldgico y grado de ma-
durez de los tejidos (Gottwald y Graham, 1992), el tiempo
en que la hoja permanece himeda y factores ambientales
que favorecen dicha manifestacion (Dalla Pria et al., 2006),
aungue podria deberse a diferencias en la virulencia de las
cepas predominantes. Sin embargo, no se han desarrolla-
do estudios sobre la diversidad de la cepaA causante de la
enfermedad en las distintas regiones citricolas de Uruguay.
El objetivo de este trabajo es obtener informacion sobre la
diversidad genotipica y fenotipica de aislamientos de Xcc de
nuestro pais y de la region.

Materiales y métodos

Aislamientos Xcc

Los 20 aislamientos de Xcc se obtuvieron a partir de
frutos, hojas y varetas de distintas especies citricas, sinto-
maticas 0 asintomaticas, colectadas de diferentes regiones
de Uruguay y de fruta comercializada en el mercado (Cua-
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dro 1). El 6rgano vegetal asintomatico o la lesion caracteris-
tica previamente aislada, se lavd en etanol 70%y se desin-
fectd con hipoclorito (3% cloro activo) durante 3 min. Se
enjuagd nuevamente en etanol 70% y dos veces en agua
destilada. El aislamiento de la bacteria se realizé por exuda-
do de la poblacion bacteriana presente en las muestras en
tampon PBS 1X (8 g.L* NaCl, 0,2 g.L* KCl, 1,44 g.L*
Na,HPO,, 0,24 g.L"* KH,PO,) estéril, y posterior sembrado
en placa con medio NB agar modificado (23 g.L* Nutrient
broth, Oxoid, 1 g.L* glucosa, 15 g.L ™ agar) (del Campo etal.,
2009) al cual se adicionaron kasugamicina (16 mg.L?), cefa-
lexina (16 mg.L?) y clorotalonil (16 mg.L*) como agen-
tes selectivos (Timmer, 1988). Luego de su incubacion
a 28 °C durante 48 h, los aislamientos que desarrollaron
colonias tipicas del género Xanthomonas —circulares,
convexas, mucoides, brillantes y amarillas (Xanthomo-
nas axonopodis pv citri, 2005)- fueron conservadas en
medio NB con 30% de glicerol, a -80 °C.

Cuadro 1. Aislamientos usados para su caracterizacion.
Procedencia y tipo de muestra.

Procedencia Muestra Cepa
Uruguay

Colonia Limén 115.3
Colonia Limén 144
Durazno Limon 89.4 Aex
Durazno Limon 89.5 ex
Durazno Limén 495
Paysandu Naranja 132.27
Paysandu Naranja 133.15
Paysandu Naranja 133.16
Paysandu Trifoliado 142b
Salto Naranja 124.5
Salto Naranja 126.8
Salto Naranja 129.1b
Salto Naranja 129.8
San José Tangor 49h
San José Naranja 135.39

Exterior del Pais

Corrientes, Argentina Naranja 72.51ch
Naranja 98.2.2
Naranja 98.3

Aislamiento de fruta Pomelo rojo 138.2

comercializada Pomelo blanco 138.4b

Agrociencia Uruguay

Identificacion de los aislamientos por serologia,
amplificacion de secuencias especificas y
patogenicidad

Para la identificacion serolégica se realizaron ensayos
de ELISA con anticuerpos monoclonales y policlonales
especificos para Xcc. Se utilizo el kit de ELISA indirecto con
anticuerpos monoclonales de AGDIA™, y el producido por
la DGSA-MGAP para ELISA-DAS basado en anticuerpos
policlonales obtenidos contra un aislamiento de Xcc de nues-
tro pais, los dos anticuerpos son especificos para el tipo A
de la bacteria, y la deteccion se evidencia por la accion de la
fosfatasa alcalina conjugada sobre p-nitro fenil fosfato como
sustrato. El valor limite de la absorbancia medida a 405 nm
desarrollada por el sustrato, por encima del cual se consi-
dera un resultado positivo, se determind por el doble del
valor promedio de muestras no Xcc incluidas en el analisis.

La muestra se prepar6 a partir de un cultivo liquido de
107ufc.mL, precipitado por centrifugacion a 3000 g y re-
suspendido en tampon carbonato (15 mM Na,CO,, 35 mM
NaHCO,, pH 9.2), del que se dispensaron 100 L de cada
muestra en la microplaca. Como control positivo se utilizé el
aislamiento 49b de Xcc caracterizado en el laboratorio (del
Campo et al., 2009), como control negativo se incluyeron
muestras de Xanthomonas fragariae y Xanthomonas cam-
pestris ambas procesadas de la misma forma que las
muestras en estudio, y tampén carbonato como control de
lareaccion. Las muestrasy los controles fueron analiza-
dos por duplicado.

Para la amplificacion de secuencias especificas de Xcc
se usaron los cebadores 2/3 descritos por Hartung et al.
(1993), que amplifican una regién presente en ambos plas-
midos de la bacteria, y los cebadores pth1y pth2 que hibri-
dan con la sefial de localizacion nuclear del gen de virulen-
cia pthA, también presente en ambos plasmidos (Cuberoy
Graham, 2002) (Cuadro 2).

Para determinar la especificidad del ensayo de PCR
con los cebadores 2/3 se incluy6 una cepa de Pantoea
agglomerans aislada de tejidos de citricos.

Cuadro 2. Cebadores utilizados.

Cebadores Secuencias
2 5- CAC GGG TGC AAAAAATCTTC -3
3 5-TGG TGT CGT CGC TTG TATGC -3’
pthl 5-CTT CAACTCAAACGCCGGAC-3
pth2 5- CAT CGC GCTGTT CGG GAG -3

ERIC1 5-ATGTAAGCT CCT GGG GATTCAC -3
ERIC2 5-AGTAAGTGACTG GGG TGAGCG-3'
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Las condiciones de amplificacion para los cebadores
2/3incluyen desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min
y30ciclosde 30sa94°C, 1mina56°Cy45sa72°C, con
una extension final de 5 mina 72 °C. Las condiciones de
amplificacion para los cebadores pth1/pth2 fueron 40 ciclos
de30sa94°C,30sa58°Cy45sa72°C, una desnatura-
lizacion inicial de 5 min a 94 °C, y una extension final de
10mina72°C. Las concentraciones de reactivos utilizadas
para ambos pares de cebadores fueron 1X tampon Taq
con (NH,),SO,, 3 mM MgCl,, 0.1 uM de cada cebador,
200 uM de cada dNTPs y 1 U de polimerasa Taq (Fer-
mentas™) en un volumen final de 50 pL. Para los ensayos
de PCR se utilizd el termociclador Quatro TC-40. Los pro-
ductos de PCR fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa al 2% en tampon TAE (Tris-acetato 40mM, EDTA 1
mM pH 8), tefiido con bromuro de etidio (1 ug mL?) y visuali-
zados bajo luz UV.

La confirmacion de laidentidad por patogenicidad en ci-
trus, de los diferentes aislamientos se realiz6 partiendo de
una colonia de Xcc (aproximadamente 107 ufc) crecida en
NB agar modificado y resuspendida en 1 mL de PBS 1X.
Esta suspension fue inoculada por duplicado en la cara
abaxial de la hoja por infiltracion con jeringa sin aguja
(Siciliano et al., 2006), en hojas de pomelo inmaduras
completamente expandidas (Verniére etal., 1998). Las plan-
tas fueron mantenidas a 28 °C con 16 h de luz hasta la
aparicion de los sintomas caracteristicos inducidos por Xcc.

Caracterizacion fenotipica por sensibilidad frente a
antibicticos y virulencia

La sensibilidad de los 20 aislamientos de Xcc frente a
ampicilina (10 pg) y estreptomicina (10 ug) fue evaluada
utilizando la técnica del antibiograma o método de disco
difusion descrita por Bauer et al. (1966). Alicuotas de cultivo
de los distintos aislamientos con crecimiento entre 1x108y
2x108ufc mL?, cuantificado por el método de turbidez de
McFarland, se sembraron por triplicado en placas con medio
agar Mueller Hinton (20g medio MH'y 17g agar). Sobre la
superficie de la placa se depositaron discos de papel de filtro
impregnados con los antibidticos y se incubaron por 48 ha
28°C hasta visualizar crecimiento del tapiz bacteriano don-
de se midio el halo de inhibicion de crecimiento.

Para evaluar la virulencia de los diferentes aislamientos
de Xcc se inocularon por triplicado suspensiones con po-
blaciones bacterianas entre 103y 10*ufc mL*, de cada una
de las cepas, por el método descrito. Con la aparicion de las
lesiones, estas fueron fotografiadas con una escala que permi-
tio calcular el &rea infiltrada con el programa GIMP 2.2.
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Se contaron las pUstulas desarrolladas y se calcularon la can-
tidad de pustulas por cm? de tejido inoculado.

Caracterizacion genotipica por perfiles plasmidicos y
amplificacion de secuencias repetidas (PCR-ERIC)

Extraccion de ADN plasmidico: Para la extraccion de
ADN plasmidico fue utilizado el método descrito por Sam-
brook et al. (1989) con algunas modificaciones. Se par-
ti6 de 3 mL de cultivo crecido con agitacion durante 24 h
a28°C (DO, =de0,3-0,4, correspondiente a 2,4 X
108ufc mL?). El cultivo precipitado por centrifugacion,
lavado en agua destilada, se resuspendié en 100 uL de
solucion de lisozima (10 mg mL* de lisozima, 50 mM de
glucosa, 25 mM de TrisHCI pH 8, 10 mM de EDTA pH 8),
donde se incubd por 5 min a temperatura ambiente. Luego
del agregado de 200 pL de solucion de lisis (0,5% SDS,
0,2N de NaOH), se mezcld suavemente e incubd en hielo
por 10 min. Se agregaron 150 ulL de la soluciéon 3 M de
acetato de potasio pH 4,8 (Sambrook et al., 1989) y se
centrifugd por 5 min a 12000 g. El sobrenadante fue transfe-
rido a un tubo nuevo al cual se le adiciond igual volumen de
fenol: cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Centrifugado
durante 5 min, la fase superior fue transferida a otro tubo y el
ADN plasmidico precipitado con etanol absoluto y lavado
con etanol 70%. El pellet de ADN se resuspendio en 50 pL
de tampdn TE (10 mM de Tris-HCI pH 8 y 1 mM de EDTA
pHB) y se agregd ARNasa (10 uL mL?).

La determinacion de los perfiles plasmidicos se llevo a
cabo por medio de una electroforesis en gel de agarosa
0,7% en buffer TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM de
EDTA, pH 8), durante 6 h a voltajes entre 70vy 90v. Para
visualizar las bandas el gel fue tefiido con bromuro de etidio
(1 pg mL*Y) durante 10 min y observado bajo luz UV. Se
utilizaron como marcadores moleculares plasmidos de la
cepaE.coli 39R861, de 166,6, 71,4, 40,6 y 7,8 kb (Jackson
etal., 1999). Los tamafios moleculares de los plasmidos
fueron estimados utilizando el software Kodak 1D Image
Analysis a partir de la movilidad relativa de cada banda
experimental comparada con las bandas de referencia de
la cepa E.coli 39R861.

La diversidad genética de las cepas de Xcc fue analiza-
da por medio de la amplificacion de secuencias repetidas
ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus)
(Hulton et al., 1991). Para ello se utilizaron los cebadores
ERIC1y ERIC2 (Cuadro 2) segun las condiciones descri-
tas por Cubero y Graham (2002). La extraccion de ADN
genodmico se realiz6 con el Kit comercial Sigma™ (Gene-
Elute bacterial genomic DNA kit). La concentracion de reac-
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tivos utilizada fue 1X de tampon Tag, 3 mM de MgCl,,
0,6 UM de cada cebador, 200 uM de cada dNTPsy 2 U de
Taq polimerasa (Fermentas™), en un volumen final de
25 L. El programa de amplificacion fue de 40 ciclos de 30
sa94°C,30sa52°Cy1mina72°C,conunadesnatura-
lizacion inicial de 50 min a 94 °C y un paso de extension final
de 10 mina 72 °C. Los productos de PCR fueron separa-
dos por electroforesis en gel de agarosa 1,5% en tampdn
TAE. Luego de tefiido con bromuro de etidio (1 mg.mL?)
durante 10 minutos se visualizaron los fragmentos de ADN
con luz UV. El tamafio de las bandas diferenciales fue cal-
culado con el programa Kodak 1D Image Analysis software
utilizando como referencia el marcador GeneRuler 100pb
de Fermentas™.

Resultados y discusion

Identificacion de los aislamientos

La identificacion seroldgica se realizé con dos anticuer-
pos especificos contra Xcc. Todas las cepas de Xcc desa-
rrollaron coloracion amarilla por la accion de la enzima con-
jugada sobre su sustrato, con valores de absorbancia a
405 nm superior al umbral calculado para los dos tipos de
anticuerpos ensayados, mientras que las muestras corres-
pondientes a los otros géneros bacterianos no desarrolla-
ron color.

La amplificacion de secuencias especificas del genoma
de Xcc permitié la identificacion molecular de los aislamien-
tos. En todos los aislamientos analizados se obtuvo una
banda de 222 pb con los cebadores 2/3 (Figura 1) y una
banda de 197 pb con pth1/pth2 (Figura 2ay 2b). La cepa de
Pantoea agglomerans no amplificd con los cebadores 2/3
(Figura 1), confirmando la especificidad de dichos oligonu-
cledtidos.
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Figura 1. Productos de PCR de aislamientos de Xcc obte-
nidos con los cebadores 2/3 y visulizados en gel de agaro-
sa al 2%. Carriles 1y 15 Marcador de 222pb, 2- ADN de
Pantoea agglomerans (control de especificidad), 3 y 16
Control negativo, sin templado. Carriles con ADN de los
aislamientos de Xcc como templado 4- 89.4Aex, 5-98.2.2,
6-129.1b, 7-98.3, 8- 49, 9- 132.27, 10- 129.8, 11- 126.8,
12-135.39, 13- 133.15, 17-89.5ex, 18- 72.51ch, 19-124.5,
20- 115.3, 21- 133.16, 22- 138.2, 23- 142b, 24- 495, 25-
138.4b, 26- 144,

Todos los aislamientos de Xcc confirmaron su identidad
por lainduccion de sintomas caracteristicos de esta espe-
cie en hojas de pomelo, aproximadamente al séptimo dia
post-inoculacion.

Figura 2. Productos de PCR de los aislamientos de Xcc obtenidos con los cebadores pthl/ pth2 y visualizados en gel de
agarosa al 2%. Figura 2a: Carriles 1 al 11: ADN de los diferentes aislamientos de Xcc como templado: 1- 49b, 2- 72.51ch,
3-138.2,4-98.3,5-124.5, 6- 126.8, 7- 142b, 8- 495, 9-89.5 ex, 10- 115.3, 11- 133.15, 12- Control negativo, sin templado. 13-
Marcador de 197ph. Figura 2b: 1- 133.16, 2- 132.27, 3- 89.4Aex, 4- 135.39, 5- 98.2.2, 6- 129.1b, 7- 495, 8- 144, 9- 138.4b,
10- control negativo, sin templado, 11- marcador de 197 pb, 12- marcador de 222 pb, 13- marcador de 179 pb.
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Caracterizacion de los aislamientos

Para analizar la virulencia, medida como pUstulas/cm?
de tejido vegetal inoculado, se inocularon plantines de po-
melo por triplicado, con una poblacion entre 10°y 10* ufc
mL* de todas las cepas separadamente y a diferentes
diluciones en hoja de pomelo susceptibles. A pesar de
observarse diferencias en la cantidad de pustulas desa-
rrolladas por unidad de superficie por la distintas cepas y
que existe una clara diferencia entre los aislamientos mas
agresivos —que indujeron mayor cantidad de pustulas por
cm? de tejido inoculado-y aquellos mas leves, los resulta-
dos obtenidos no permitieron separar grupos claramente
definidos de cepas més virulentas y menos virulentas. En
funcion de estos primeros resultados se realizd un segundo
ensayo en el cual se escogieron las cepas 144, 126.8,
115.3,98.3,98.2.2, 138.2, 132.27, 89.4Aex y 89.5ex que
mostraron comportamientos diferentes en cuanto a la viru-
lencia, en el ensayo preliminar.

Para minimizar la influencia que pudiera manifestar las
variables dependientes de la planta e incluso el estado de
desarrollo de la hoja en la expresion de sintomas, se utilizo
la cepa 49b de Xcc como cepa de referencia que fue inocu-
lada en la misma hoja que la cepa a evaluar. Como indica-
dor de virulencia se utilizé la relacion entre pUstulas/cm?
desarrolladas por la cepa en estudio y por las desarrolladas
por la cepa 49b. En trabajos previos se determind que exis-
tio una relacion lineal entre la poblacion inoculada y el ndme-

Cociente pust/cm?
= N w
= o1 N o1 w o1

o
ol

B
CB
CD CD ' cD

144 126,8 1153 983 98,2

o
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ro de pustulas formadas cuando se trabajé con poblaciones
bacterianas entre 10y 10* ufc mL* (Stall etal., 1982). Para
el analisis de varianza se utilizd el programa SAS 9.1, apli-
cando el procedimiento GLM, y las medias fueron separa-
das por la prueba «t « con una P=0,05. Del analisis estadis-
tico de la cantidad de pUstulas producidas por cada cepaen
estudio, en tres repeticiones surge que, tanto en el ensayo
preliminar como en el segundo ensayo, la cepa 138.2 pro-
dujo mas pustulas/cm? mientras que las cepas 126.8 y
89.5ex manifestaron la menor virulencia (Figura 3). El resto
de las cepas analizadas mostré una virulencia intermedia
de las cepas mencionadas, sin diferencia significativa entre
ellas. Por lo tanto, con el método de inoculacion utilizado, es
posible apreciar diferencias en la capacidad de desarrollar
sintomas, sin que podamos afirmar que ocurra lo mismo
en infecciones naturales.

Los resultados de los antibiogramas muestran que las
cepas de Xcc estudiadas fueron sensibles a ambos antibio-
ticos: ampicilina y estreptomicina. La sensibilidad de las
cepas fue similar para cada antibidtico y el Ginico aislamiento
que presentd resistencia a ampicilina fue la cepa 89. 5 ex
(Figura 4). La ampicilina es un antibiético del grupo de las
penicilinas y la resistencia de Xanthomonas citri shsp. citri
a este tipo de antibidtico fue reportada por Verniére et al.
(1994), en aislamientos obtenidos en las islas del Océano
indico. Con respecto a la estreptomicina, todas las cepas
analizadas fueron sensibles. A pesar de que no se ha re-
portado resistencia a cobre en Uruguay, debido a laimpor-
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138,2 132,27 89,4 Aex 89,5ex 49b

Figura 3. Virulencia expresada como el cociente entre pUstulas/cm? inducidas por la cepa en
estudio y por la cepa 49b inoculadas en la misma hoja, para una poblacién aproximada de 1 x
10* ufc.mL™. Los valores corresponden a las medias de tres repeticiones.
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Figura 4. Antibiograma de la cepa 89.5ex con los antibiéti-
cos ampicilina (AMP) y estreptomicina (S). Se puede ob-
servar la ausencia de halo frente a AMP.
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tancia que tiene el cobre en el control de la enfermedad en
las plantaciones comerciales, la posibilidad de la aparicion
de resistencia deberia ser monitoreada de forma de detec-
tar la aparicion de cepas que no puedan ser controladas
con los tratamientos quimicos usados de rutina. Sibien las
cepas de este trabajo son todas sensibles a estreptomicina,
no podemos afirmar que también sean sensibles a cobre,
ya que no se evalué dicha condicion.

Caracterizacion genotipica

La caracterizacion plasmidica de cepas de Xcc estudia-
das reveld la presencia de tres perfiles distintos (Cuadro 3),
en donde 13 cepas tienen dos plasmidos cuyos tamafios
sonde 36 +5kby 81 + 8 kb, seis tienen sélo un plasmido
de 131+ 9kby una cepatiene tres plasmidos, de 36, 81y
131 kpb. El tamafio de los plasmidos se estimo en base al
promedio de los valores calculados por el software Kodak
1D Image Analysis a partir de tres corridas electroforéticas
para cada muestra. En la Figura 5 ay b se muestran los

Cuadro 3. Plasmidos detectados en las cepas de Xcc.

Tamafio de plasmidos (Kpb)

N° de

Origen Cepas  plasmidos  34.9 86.75 138.46
Uruguay
Colonia 115.3 1
Colonia 144 1
Durazno 89.4Aex 2 + +
Durazno 89.5 ex 1 +
Durazno 495 2 + +
Paysand 132.27 2 + +
Paysandu 133.15 2 + +
Paysandu 133.16 2 + +
Paysandu 142b 2 + +
Salto 124.5 2 + +
Salto 126.8 1 +
Salto 129.1b 2 + +
Salto 129.8 2 + +
San José 49h 2 + +
San José 135.39 2 + +
Exterior del pais
Corrientes, Argentina  72.51ch 1

98.2.2 1

98.3 2

Aislamiento de fruta 1382 3 +
comercializada 138.4b 2
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Figura 5. Perfiles plasmidicos de cepas de Xcc visualizados en gel de agarosa al 0,7%. Figura 5a: carriles 1-5y 7-11
muestran los plasmidos de las cepas de Xcc. 1- 49, 2- 89.4Aex, 3- 129.1b, 4- 129.8, 5- 133.15 7-133.16, 8- 135.39, 9-
138.4b, 10- 142b, 11- 495. Carril 6: plasmidos de E. coli 39R861. Figura 5b: carriles 1-6 y 8-12 los plasmidos de las cepas
de Xcc. 1-138.2, 2- 124.5, 3-98.3,4-98.2.2, 5- 126.8, 6- 132.27, 8- 72.51ch, 9- 89.5ex, 10- 144, 11- 115.3, 12- 49b. Carrill
7. plasmidos de E. coli 39R861.

perfiles plasmidicos de las 20 cepas, junto con los plasmi-
dos de la cepa de E.coli 39R861 utilizados como referen-
cia. Un 65% de las cepas presentan solo los plasmidos de
36y 81 kb. Otros plasmidos de diferentes tamafios, no
pudieron ser detectados con la metodologia utilizada para la
extraccion de ADN. Sin embargo, en el trabajo de de Souza
Carvalho et al. (2005) donde se analizaron varias cepas de
Xcc de Brasil y algunas cepas de Bolivia, Paraguay, Ar-
gentina y Uruguay, se detectaron plasmidos de 57.7 kb,
60.8 kb, 68.1kb, 72.6 kb y 83 kb. De las cepas que estudia-
ron, el plasmido de 83 kb estuvo presente en una cepa de
Rio Grande do Sul, una cepa de Santa Catarina, una de
Parand, en dos cepas de Paraguay y en la (nica cepa de
Uruguay de dicho trabajo. Es importante notar que estas
regiones citricolas son las geograficamente mas cercanas
a Uruguay. El hecho de que aislamientos provenientes de
estas zonas tengan el plasmido de 83 kb, que podria ser
equivalente al plasmido de 81+ 8 kb detectado en el presen-
te trabajo, sugiere que nuestras cepas podrian tener un
origen comun con las cepas del trabajo previamente nom-
brado.

El patrén de bandas obtenido con ERIC-PCR fue similar
en casi todos los aislamientos (Figura 6 a 'y b). Solo los
aislamientos 98.3 y 89.4Aex presentaron una banda dife-
rencial, cuyo tamafio molecular es de 1992 pb, aproxima-
damente (Figura 7). Se puede observar que el patron de
bandas obtenido para X. campestris y X. fragariae es cla-
ramente diferente al de Xcc (Figura 8). Sitenemos en cuen-
ta los trabajos de Louws y colaboradores que sostienen que
esta técnica es Util para una répida caracterizacion molecu-
lar de bacterias patdgenas de plantas, pudiendo diferenciar
patovares, incluso cepas dentro de una misma especie
(Louws, etal., 1999, 1994), podriamos afirmar que el anali-
sis de la PCR-ERIC aplicado a distintos asilamientos de
Xcc reveld que la mayoria de las cepas son homogéneas
en este tipo de secuencia repetida, ya que se observ tni-
camente una banda diferencial en dos de ellas.

Conlos resultados obtenidos podemos decir que el ana-
lisis de los ERIC no proporciona datos suficientes para la
discriminacion entre cepas de Xcc, aunque si se encontra-
ron diferencias en el patrén de bandas entre Xanthomonas
fragariae, Xanthomonas campestris y Xcc, mostrando su
capacidad de discriminar entre especies (Louws et al., 1999).
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Figura 6. Productos de PCR de aislamientos de Xcc obtenidos con los cebadores ERIC1y ERIC2, visualizados en gel de
agarosaal 1,5%. Figura 6a; 1- 49h, 2- 98.2.2, 3- 89.5ex, 4- 115.3, 5- 89.4Aex, 6- 98.3, 7- 72.51ch, 8- 124.5, 9- 132.27, 10-
control negativo, sin templado. Figura 6b: carril 1- 133.15, 2- 129.1b, 3- 129.8, 4- 133.16, 5- 135.39, 6- 138.4, 7- 142h, 8- 495,
9-126.8,10-138.2, 11- 144, 12- control negativo, sin templado.

Figura 8. Productos de PCR diferentes Xanthomonas ob-
Figura 7. Perfiles obtenidos con los cebadores ERIC1y tenido con los cebadores ERIC1y ERIC2 y visualizados

ERIC2, visualizados en gel de agarosa al 1,5%, 1- Marca- en gel de agarosa al 1,5%. Carriles: 1- Xanthomonas cam-
dor GeneRuler 100pb, 2- 49b, 3- 98.3, 4- blanco. Se indica pestris, 2- Xanthomonas fragariae, 3- X. a. pv. citri, cepa
el tamafio estimado de la banda diferencial. 49b, 4- control negativo, sin templado.
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Conclusiones

Los resultados de este trabajo concuerdan con los al-
canzados por otros investigadores y muestran poca varia-
cion entre los distintos aislamientos o cepas de Xcc, tanto
en las caracteristicas genotipicas como fenotipicas estudia-
das.

Sin embargo, con las caracteristicas analizadas, fue
posible encontrar —aunque con escasa representacion-al-
gunos aspectos diferenciales en la poblacién de Xcc estu-
diada, como la aparicion de resistencia a antibiéticos, dife-
rencias en virulencia de las distintas cepas, y diferentes
perfiles electroforéticos de secuencias repetidas.

Este trabajo permite concluir, que todas las cepas anali-
zadas son capaces de ser detectadas e identificadas por
las técnicas utilizadas tradicionalmente como técnicas serol6-
gicas y amplificacion por PCR de secuencias especificas.

Teniendo en cuenta la correlacion citada por otros auto-
res entre la presencia de determinantes genéticos relacio-
nados a la resistencia a estreptomicina y a cobre, seria
necesario analizar la sensibilidad frente a diferentes dilucio-
nes de cobre con el fin evaluar si existe resistencia a este
compuesto en la poblacion bacteriana. En la evaluacion de
la sensibilidad a ampicilina, solo la cepa 89.5ex mostré re-
sistencia por el método estudiado.

Del analisis de virulencia surgio que la cepa 138.2 es la
maés virulenta. Con el fin de confirmar los resultados, es
necesario evaluar la virulencia por otros métodos, como
por ejemplo teniendo en cuenta el diametro y caracteristicas
de la pUstula inducida (Shiotani etal., 2007).

De los tres perfiles plasmidicos encontrados, el que pre-
senta dos plasmidos es el mas representado, estando pre-
sente en trece de los aislamientos de Xcc. De las siete
cepas restantes solamente una posee tres plasmidos, la
138.2. Los perfiles obtenidos por la amplificacion de las se-
cuencias repetidas ERIC revelaron una gran homogenei-
dad entre los aislamientos de Xcc. Sin embargo, dos cepas
de distinta procedencia se distinguen del resto por la pre-
sencia de una banda diferencial. Los perfiles obtenidos con
las otras dos especies de Xanthomonas se diferencian cla-
ramente de cualquiera de las obtenidas con los diferentes
aislamientos de Xcc, lo que podria contribuir a su diferen-
ciacion.

En este trabajo no fue posible relacionar espacial o geo-
graficamente los aislamientos mediante el analisis de las
caracteristicas evaluadas. Cabe destacar que la tnica cepa
que mostro la presencia de tres plasmidos resulté ser la de
mayor virulencia. Este resultado promisorio requerira de
mayor nimero de ensayos confirmatorios para establecer
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dicha asociacion. También se deberia realizar un estudio
de los componentes genéticos contenidos en estos plasmi-
dosy su posible contribucion a la mayor agresividad obser-
vada.

El andlisis futuro de secuencias BOX, REP, analisis de
restriccion, sensibilidad frente a otros antibiéticos, resisten-
ciaacobre, o el estudio de otras caracteristicas, permitira
ampliar nuestro conocimiento sobre este patdgeno, y estu-
diar la correlacion de dichas caracteristicas con su com-
portamiento en campo, contribuyendo a explicar algunas de
las dificultades encontradas en el control del cancro citrico.
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