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RESUMEN

Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) es la bacteria responsable del cancro de los citricos,
enfermedad que afecta a todas las especies y variedades del género Citrus, ocasionando
importantes pérdidas econdmicas. Un control razonable, aunque no éptimo, de la enfermedad
se logra en base a productos cupricos. Con el objetivo de comprender el mecanismo de accién
del Cu™ se estudio su efecto sobre la multiplicacién y la induccidn del estado de viable pero no
cultivable (VBNC). También se evalud su efecto sobre la expresion de genes asociados a la
patogenicidad de Xcc, tanto en ensayos in planta, como in vitro. El efecto sobre la multiplicacién
bacteriana se realizé sobre un grupo de plantines de pomelo tratados con el producto cuprico,
Nordox 3X, y otro tratado con agua que fueron posteriormente inoculados con Xcc. La cantidad
de bacteria presente en el tejido fue recuperada a diferentes tiempos y evaluada por PCR en
tiempo real (QPCR) y crecimiento en medio sélido. La presencia de bacterias VBNC se evalué por
citometria de flujo. La expresién de los genes de patogenicidad hrpG, virk, avrXacE1l, avrBs2,
hrcRy pglA se cuantificd por qPCR sobre una poblacidén de Xcc provenientes de plantas tratadas
de la misma forma que los ensayos de multiplicacidn. Para los ensayos de expresion in vitro, las
bacterias fueron mantenidas con una concentracién de sulfato de cobre equivalente en Cu** a
la dosis utilizada en los ensayos in planta, induciendo asi el estado VBNC. Los resultados de
multiplicacion muestran un 70% de bacterias muertas en los tratamientos con cobre. Sin
embargo, existe una proporcion de Xcc (20-25 %) que se mantienen en estado VBNC tanto en
células tratadas con agua como con Cu**. Los resultados de expresion diferencial entre bacterias
recuperadas de plantas tratadas con Nordox 3X y no tratadas muestran que en las primeras la
expresion del gen hrpG disminuye, mientras que la expresion del gen avrXacE1 aumenta, cuando
los otros genes presentan una tendencia que no es estadisticamente significativa. Por otro lado,
en el ensayo in vitro, la expresion de los genes de patogenicidad disminuye o no se ven afectados
en la poblacidn de Xcc tratada con sulfato de cobre. Los resultados obtenidos sugieren que el
cobre dentro de la planta disminuye la poblacién bacteriana. Por otro lado, también disminuye
la expresidon del gen hrpG, uno de los principales genes reguladores de los procesos de
patogenicidad de Xcc y de otras Xanthomonas. Los resultados obtenidos en esta tesis
contribuyen a la comprensién del mecanismo de accién de los compuestos a base de cobre asi
como de los complejos procesos que intervienen durante la interaccidon de Xcc con plantas de

citricos.



1 - INTRODUCCION

Las bacterias fitopatégenas del género Xanthomonas infectan un amplio rango de hospederos y
son responsables de importantes enfermedades de plantas de cultivo. Dentro de este género se
encuentra la bacteria Xanthomonas citri subsp. citri, (ex = Xanthomonas axonopodis pv. citri)
responsable del cancro citrico, una de las enfermedades mds importantes de la citricultura, ya

que puede ocasionar grandes pérdidas econémicas.

1.1 - La citricultura en Uruguay

En las ultimas cuatro décadas la citricultura desarrolléd una trama econdmica y comercial muy
valiosa, que logrd posicionar al pais como un proveedor de calidad de importantes mercados
mundiales, fundamentalmente el europeo, siendo el Unico rubro de la horti-fruticultura que ha
conseguido tener una fuerte insercidon en los mercados internacionales en forma sostenida. La
citricultura del Uruguay, que se produce a contra-estacion del Hemisferio Norte, es conocida y
respetada a nivel mundial por buenos estandares de calidad y de cumplimiento comercial

(Caputi y Montes, 2010).

1.1.1 - Los citricos

Las especies con interés comercial de los citricos pertenecen a la familia de las Rutaceas,
subfamilia Aurantioideas. Esta se encuentra dentro de la division Embriophyta Siphonogama,
subdivisién Angiospermae, clase Dicotyledonae, subclase Rosidae, superorden Rutanae, orden
Rutales, segun la clasificacién de Swingle 1967. Todas las especies de esta subfamilia son arboles
o arbustos de hoja perenne, excepto las del género Poncirus (Agusti, 2000).

El género Citrus posee 16 especies de hojas perennes. El tamafio y la forma de los arboles
pueden variar, desde erecta hasta globosa o desgarbada. Las hojas son unifoliadas de tamanio
grande (pomelos), mediano (naranjas y limones) o pequefio (la mayor parte de los mandarinos).
Las axilas de la hoja presentan espinas. Las flores se organizan en inflorescencias uni y
multiflorales, con o sin hojas, tienen 5 sépalos verdes, 5 pétalos blancos, 20-40 estambres
soldados, con polen no siempre fértil, y 8-10 carpelos soldados. En las variedades con semillas,
cada uno de ellos alberga entre 4 y 8 évulos. El fruto esta formado por un ovario simple de 8-10
carpelos soldados (segmentos) rodeados por una corteza resistente. Su forma es variable, desde

esférica (naranjas) a esférico aplanada (pomelos y mandarinas) u oval (limones). La pulpa esta



formada por vesiculas, que contienen el zumo, unidas por un filamento vascular a las paredes
dorsales de los segmentos. La corteza contiene numerosas glandulas de aceites esenciales y su
color varia desde amarillo-verdoso (limas, limones y pomelos) a naranja mas o menos rojizo
(naranjas y mandarinas). Sus semillas, cuando existen, son ovoides o redondeadas y contienen
uno o mas embriones (Agusti, 2000).
El género Citrus es muy importante desde el punto de vista agronémico. Su cultivo representa
la produccion de frutos para consumo en fresco y para su transformacién en zumo. Las especies
de mayor difusidn son:

- Citrus sinensis(L) Osb Naranja dulce

- C. reticulata Blanco. Mandarina

- C. aurantium L. Naranjo amargo

- C. limon (L.) Burm. Limonero.

- C. paradisi Macfad. Pomelo

- C. grandis (L.) Osb. Pummelo.

- C. aurantifolia (Christm.) Swing. Lima Mejicana
Actualmente, la clasificacion botdnica que se utiliza no es uniforme y si bien el criterio de Swingle
es el mas generalizado, también existe la clasificacion de Tanaka, 1977 que se halla plenamente

aceptada para algunas especies (Agusti, 2000).

1.1.2 - Origen de los citricos

El origen de los citricos (Citrus sp.) se localiza en Asia oriental, en una zona que abarca desde la
vertiente meridional del Himalaya hasta China meridional, Indochina, Tailandia, Malasia e
Indonesia. Actualmente su cultivo se extiende por la mayor parte de las regiones tropicales y

subtropicales comprendidas entre los paralelos 442 N y 419S (Agusti, 2000).

1.1.3 - Produccion de citricos en el Uruguay

La produccidn de citricos en Uruguay representa aproximadamente el 1,1 % del producto bruto
agricola, generando un ingreso de 60 millones de ddlares. La produccion anual es de 300 mil
toneladas, la mitad de la cual se exporta y el resto es destinada al mercado interno donde se
consume como fruta fresca o productos procesados (jugos, concentrados, base de pectina,

pellet para alimentacién animal, entre otros). La caracteristica de la produccidén citricola en



Uruguay es el uso intensivo de la mano de obra, principalmente en invierno y primavera,
ocupando 10 mil personas en todo el proceso de produccién (MGAP-DIEA, 2012).

Podemos diferenciar dos zonas importantes para el cultivo de citricos en nuestro pais. Por un
lado la zona norte, de mayor tamafio, abarca los departamentos de Salto, Paysandu, Rio Negro
y algunas regiones de Rivera. Esta zona abarca el 84 % del drea destinada a la citricultura donde
predominan naranjas y mandarinas en grandes explotaciones. La segunda zona en importancia
es la Sur que tiene como produccidn principal el cultivo de limdn y abarca los departamentos de

Soriano, San José, Canelones, Montevideo, Colonia, Maldonado y Florida (MGAP-DIEA, 2012).

La actividad citricola se lleva a cabo en un drea efectiva de 16 mil hectareas con casi 7.3 millones
de plantas y una densidad de plantacidon promedio de 451 plantas/ha. Las cuatro especies de
citricos mas importantes que se producen en nuestro pais son naranja, mandarina, limén y
pomelo, siendo la naranja la que abarca casi un 50% de la produccién (Cuadro 1) (MGAP-DIEA,

2013).

Cuadro 1. Numero de plantas de citricos, superficie y densidad de plantacién por especie.

Especie Existencia (miles @ Superficie citricola (ha)  Densidad de plantacion
de plantas) ((EMETLE)]
Total 7.299 16.174 451
Naranja 3.461 8.130 426
Mandarina 3.024 6.113 495
Limoén 751 1.771 424
Pomelo 63 160 394

Fuente: Encuesta Citricola “Primavera 2013” (MGAP-DIEA)

1.2 - Cancro citrico: una enfermedad cuarentenaria

1.2.1 - Antecedentes de la enfermedad

El cancro citrico, causado por la bacteria Xanthomnas citri subsp. citri (Xcc), es una enfermedad
que afecta a todas las especies de citricos y tiene un impacto econémico importante para
nuestro pais debido, principalmente, a las restricciones cuarentenarias impuestas por los paises
compradores de nuestra fruta. El cancro citrico esta presente en paises productores de citricos
de Asia, islas del océano pacifico e India, América del Sur y el sudeste de los Estados Unidos. En
Europa no ha sido reportada la enfermedad, donde se considera la bacteria un organismo

cuarentenario (del Campo et al., 2009).
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En los Estados Unidos la enfermedad se detectd en la region sureste del pais, en 1912. Fue
introducida a partir de plantines provenientes de Japdn, y se declaré erradicada de Florida y de
los estados adyacentes en 1933. En 1986 aparecié nuevamente en Florida, siendo declarada
erradicada en 1994. Sin embargo, tres afios después la enfermedad re-emergié en la misma drea
(Graham et al., 2004). Desde entonces, la situacion de la enfermedad no ha cambiado en los
Estados Unidos, siendo el estado de Florida el mas afectado.

El cancro citrico aparecié en Brasil en 1957, en un vivero del Estado de San Pablo. Brasil, ostenta
hoy el primer lugar en la produccion mundial de citrus y las dificultades para el control de esta
enfermedad han ocasionado pérdidas millonarias al sector. Desde que fue detectada se ha
implementado un riguroso programa para su erradicacién. Sin embargo, aun no se ha logrado
una completa eliminacidn, e incluso, se ha dispersado a nuevas regiones de Brasil (de Souza
Carvalho et al., 2005).

En Argentina la enfermedad se conoce desde 1928. Si bien no se supo su origen, el agente causal
fue identificado como perteneciente al patotipo B. Este tipo de cancro es menos agresivo y el
rango de hospederos es mas restringido, confinando a las cepas del tipo B a una pequefia area
de Argentina. El patotipo B desaparecid entre 1978 y 1990, luego de la introduccién del patotipo
A en 1975. El cancro A es endémico en el noreste Argentino (Canteros, 2004).

En Uruguay el cancro citrico fue detectado en el afio 1949. Los primeros focos fueron hallados
sobre limoneros y correspondian al patotipo B. En 1977, la Direccién de Sanidad Vegetal del
MGAP inicié la Campafia de Prevencion y Erradicacion del Cancro Citrico (CPECC) en el Uruguay.
En 1979, se detectd un foco de cancro citrico sobre pomelo en la zona de Salto. Se realizé el
aislamiento y caracterizacién de la bacteria que correspondio al patotipo A o asiatico (Canaley
Francis, 1988). Desde los afios 70 en que se detectd la presencia de la bacteria Xcc, Uruguay
llevd adelante una campana de erradicacién, como forma de mantener el status de pais libre de
esta enfermedad. Para la ejecucién de esta campafia se definieron los radios de erradicacion
correspondientes a los focos donde se encontraba la planta con sintomas, medida que en
algunos afios afectd duramente la cantidad de arboles en produccidn y, por lo tanto, la economia
del rubro. Paralelamente se llevé adelante, por parte de las instituciones oficiales, un programa
de certificacién sanitaria de plantas de citricos, que involucrd a la Facultad de Agronomia, al
Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria (INIA) y al Ministerio de Ganaderia Agricultura
y Pesca (MGAP) con el objetivo de brindar al productor material de propagacion de probada
calidad sanitaria y evitar asi la diseminaciéon de la enfermedad incluso a otras areas de
produccién (Arocena et al., 1979). Actualmente ya no se realizan programas de erradicacién. A
partir de 1999, en acuerdo con los organismos fitosanitarios oficiales de los paises compradores

de fruta citrica, se establecié un protocolo de inspeccion y habilitacién de las unidades de
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produccién para la exportacidn sustituyéndose de esa manera la erradicacion. La trazabilidad
realizada a la fruta de exportacién permitié mantener el comercio e incluso se logré incorporar

a EEUU como importador.

1.2.2 - Ciclo de la enfermedad

La bacteria Xcc se multiplica en las lesiones y, cuando las condiciones de humedad sobre la
superficie de la hoja son favorables, se libera desde una matriz extracelular de exopolisacaridos
(EPS) que ayuda a su dispersion y supervivencia (Graham et al., 2004). La infeccién primaria
ocurre en las primeras brotaciones de primavera por la dispersién de la bacteria desde lesiones
viejas sobre brotes jovenes. La incidencia del cancro no es severa en arboles maduros. Los
cancros de primavera también se pueden desarrollar sobre los mdargenes de las lesiones viejas,
gue son fuente de indculo para la infeccion primaria. La infecciéon secundaria ocurre por la
propagacion del patdégeno ocasionado por la lluvia y el viento desde lesiones nuevas (Goto,
1992). La lluvia y el viento son el principal agente de difusidén de la bacteria a corta distancia,
ayudando en la penetracién del patdgeno a través de los estomas o heridas hechas por espinas,
poda, insectos, tales como el minador de citricos (Phyllocnistis citrella), o dafio mecanico debido
a la maquinaria de agricultura. El principal factor de dispersion a larga distancia es a través del
traslado de material vegetal enfermo efectuado por el hombre. La bacteria puede sobrevivir en
zonas adyacentes de lesiones viejas hasta la siguiente estacién de crecimiento (Graham et al.,
2004). También se ha detectado bacteria en tejido asintomatico, sugiriendo que puede existir
de forma latente en el material vegetal durante un tiempo aun no determinado (Zhong-kang et

al., 2004).

1.2.3 — Sintomas

La bacteria entra a la planta a través de los estomas! (figura 1) o heridas y se multiplica en los
espacios intercelulares del meséfilo? induciendo hipertrofia (alargamiento celular), hiperplasia
(division celular) y muerte celular (necrosis) (Duan et al., 1999). Las hojas de citricos son
susceptibles durante un corto periodo de tiempo, correspondiente a la etapa de maximo
crecimiento (dos o tres semanas de edad). Los primeros sintomas son pequefias lesiones tipo

pustulas que aparecen alrededor del noveno dia luego de la infeccidn. Con el tiempo, las lesiones

1 Los estomas son poros situados en la superficie foliar que permiten el intercambio de gases.
2 Tejido vegetal, también denominado tejido parenquimatico, cuyas células tienen una pared celular flexible y delgada. En hojas
participan en la fotosintesis (mesofilo), en raices y tallo funcionan principalmente en el almacenamiento de almiddn y sacarosa.
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se vuelven marrones con un margen de “water-soaked” (aumento localizado de agua),

Ill

frecuentemente rodeadas por un halo clorético. El “water soaking” es uno de los primeros
sintomas macroscépicos observados (Brunings y Gabriel, 2003). Las pustulas comienzan a
elevarse tomando un aspecto esponjoso y son visibles en ambos lados de la hoja (figura 2). El
fruto atacado presenta pustulas que irrumpen en la cuticula y se convierten en cancros oscuros,
y a pesar de no afectar mas alld del flavedo® de la fruta, desmejoran su aspecto con la
consiguiente depreciacidn del producto. El periodo de susceptibilidad del fruto es mayor que el
de hoja requiriendo repetidos tratamientos de control durante la estacién de crecimiento del

mismo. Los sintomas en ramas son similares a los del fruto y hoja (figura 3) (Lopez, 2000; Graham

et al., 2004; Das, 2003).

Figura 1. Microscopia electronica de
Xanthomonas axonopodis pv. citri en un
estoma de la superficie abaxial de hoja de
pomelo. Fuente: Graham et af,, 2004,

3 El flavedo (o exocarpo) es la capa mas externa del pericarpo o fruto.
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Figura 2. Vista de las lesiones de cancro en la cara superior de la hoja (izquierda) y en la cara
inferior (derecha). Fuente: Schubert v Sun. 2003

A B

Figura 3. Sintomas de cancro presentes en hoja y frutos (A) y tallos (B) de pomelo (Schuberty
Sun, 2003).

1.2.4 - Impacto econémico

Uno de los problemas mas importantes que sufrid el sector, con consecuencias en la forma de
trabajo y en las relaciones entre el sector privado y el sector publico, fue la irrupcion del cancro
citrico a mediados de la década del ochenta, lo cual ocasiond pérdidas econdmicas importantes
debido a las restricciones cuarentenarias (Caputi y Montes, 2010). Si bien con el tiempo se logré
una cierta flexibilidad tactica para convivir con el problema (desde una éptica de acceso a
mercados), es evidente que este problema erosiond la dindmica y el funcionamiento de la
citricultura en Uruguay. Las plagas cuarentenarias®, como el cancro citrico, son un capitulo
primordial para una citricultura exportadora. La definicion precisa de programas tanto de

prevencion como de vigilancia y control, con sus respectivos recursos y articulaciones de todos

4 Plaga de importancia econémica potencial para el area en peligro, o si existe, no esta extendida y se encuentra bajo control oficial.
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los organismos que intervienen de una manera u otra son fundamentales (Caputi y Montes,

2010).

Por otro lado, cabe destacar el problema ocasionado por el uso de agroquimicos para su control
debido a la acumulacidn de residuos en fruta de consumo vy la fitotoxicidad expresada en un
manchado de la fruta que también contribuye a su depreciacidn. También se debe agregar el
gasto econdmico ocasionado por el costo de estos agroquimicos. Ademads, las crecientes
restricciones en cuanto al niumero de principios activos que se pueden utilizar en los programas
de control fitosanitario, los umbrales cada vez menores de los LMR (Limites Maximos de
Residuos), las mayores exigencias de algunos paises o supermercados en cuanto a tener sus
propias normas para residuos admitidos (por ejemplo Alemania), indican que se va hacia un
camino de pocas sustancias activas a utilizarse de modo de ofrecer a los consumidores

productos practicamente libres de residuos (Caputi y Montes, 2010).

A las pérdidas ocasionadas por los factores descriptos, debemos agregarle el dafio directo
provocado por la defoliacién, dafio y caida prematura del fruto, secado de ramas y debilitacién
general del arbol. A menudo, casi todos los frutos y hojas de arboles jévenes y susceptibles se
infectan, pudiendo demorar afios su recuperacién en arboles severamente afectados (Graham

et al., 2004).

1.3 - Xanthomonas spp.

Las bacterias pertenecientes al género Xanthomonas spp. son bacterias Gram-negativas, con
forma de bastén. La mayoria de ellas poseen un pigmento amarillo insoluble en agua, la
xanthomonadina, del cual proviene su nombre (figura 4). Estos pigmentos amarillos son
compuestos aril polienos bromados, que estan asociados a la membrana externa de la pared
celular. Participan en la proteccion de la bacteria frente a la luz UV y desecacidn, permitiendo la
adaptacion y supervivencia sobre la superficie de la hoja. Debido a que otras bacterias amarillas
no producen xanthomonadina el andlisis de este pigmento proporciona un medio simple y fiable
para la identificacion y diferenciacion de bacterias amarillas Gram-negativas. Estudios
comparativos de la xanthomonadina mostré que todos los pigmentos producidos por cepas del
género Xanthomonas presentan un espectro de absorcién caracteristico y propiedades

cromatograficas similares (Goto, 1992).
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Los fitopatdgenos del género Xanthomonas invaden un amplio rango de hospederos y tienen
altos niveles de especificidad de raza. Son patdgenos que siempre estan asociados a las plantas,
ninguno son de vida libre o de suelo y casi todos crecen de forma endéfita. Aunque el género,
en si mismo, tiene un amplio rango de hospederos que incluyen 68 familias de plantas y mas de
240 géneros (Brunings y Gabriel, 2003), una cepa determinada esta limitada a un grupo de
hospederos especificos, o a un grupo de especies dentro de un género. Esto hace que
Xanthomonas sea un género ideal para los estudios de interacciones especificas entre la planta
y el patégeno. En lanomenclatura y taxonomia de Xanthomonas, el grupo de especie de plantas que
sirven como hospederos, usualmente, estd indicado por el estatus de “patovar”, y ya se han
descrito alrededor de 140 patovares diferentes dentro del género (Brunings y Gabriel, 2003). Sin
embargo, dentro de las Xanthomonas patégenas de citrus la nomenclatura ha sido modificada,

eliminandose el término patovar y sustituyéndose por subespecie (Schaad et al., 2006).

1.4 - Xanthomonas citri subsp. citri: agente causal del cancro citrico

El cancro citrico es causado por dos grupos filogenéticamente distintos de cepas del género
Xanthomonas: Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) (denominada anteriormente Xanthomonas
axonopodis pv. citri) y Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (denominada anteriormente
Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii) (Schaad et al., 2006). Xcc es la responsable de la forma
mas severa del cancro citrico. Dentro de este grupo se encuentra el patotipo A, o asiatico. Este
patotipo A es el mas virulento, afectando un amplio rango de hospederos (Brunings y Gabriel,
2003). Se han detectado nuevas cepas que estdn relacionadas con el patotipo A. La cepa A" fue
identificada en el sudoeste de Asia y afecta lima mexicana (Verniére et al., 1998) y la cepa A",
aislada en Florida, afecta lima mexicana y “alemow” (Citrus macrophylla) (Cubero y Graham,
2002).

En el grupo Xanthomonas fuscans pv. aurantifolii se encuentran los patotipos B y C. El patotipo
B, originario de América del Sur, afecta principalmente limdn (Citrus limon). Este patotipo se ha
encontrado en Argentina, Uruguay y Paraguay, y se piensa que ha sido desplazado por el
patotipo asiatico que es mas virulento. El patotipo C ha sido aislado en pequefias areas de San

Pablo (Brasil) y afecta lima mexicana (Citrus aurantifolli) (Shubert et al., 2001).

1.4.1 - Caracteristicas generales
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Xcc es una bacteria Gram-negativa en forma de bastén y con un flagelo polar, cuyo tamafio es
de aproximadamente 1.5-2.0 x 0.5-0.75 pm. Su crecimiento es aerobio obligado. En medio de
cultivo, las colonias son usualmente amarillas como resultado de la produccién del pigmento
xanthomonadina (figura 4). La temperatura dptima de crecimiento se encuentra entre 282C -
309C, y el rango maximo de temperatura es de 35 - 399C. Las células bacterianas son positivas
para la hidrdlisis de almiddén, esculina, caseina, licuefaccién de gelatina, y produccién de
tirosinasa, catalasa, de sustancias reductoras a partir de sacarosa, y sulfuro de hidrégeno. La
bacteria es negativa para la reduccién de nitrato, produccidn de indol y para el test rojo de

metilo® (Das, 2003).

Figura 4. Colonias de Xanthomonas citri subsp. citri crecidas en caldo nutritivo agar

1.4.2 -Adaptacion y supervivencia epifita de Xcc

Se considera que Xcc, antes de entrar al tejido vegetal, se encuentra de forma epifita sobre la
superficie de la misma. Para prolongar la supervivencia y colonizacién la bacteria forma biofilms
por produccion de exopolisacaridos (EPS), xanthano (sintetizado por el operon gum) (Dunger et
al.,, 2007) y la hemaglutinina filamentosa, FhaB (Gottig et al., 2009). Los biofilms son
comunidades bacterianas en la cual las células estdn embebidas en una matriz extracelular de
compuestos poliméricos adheridos a la superficie. La vida en el biofilm ayuda a proteger a la
bacteria de condiciones deletéreas. Ademads, la formacién de biofilm parece ser un factor
importante en el ciclo de la enfermedad de patégenos bacterianos, tanto animales como en
plantas (Bogino et al., 2013).

Rigano et al. (2007) mostré que la formaciéon de biofilm es necesaria para la adaptacion epifita

y el desarrollo del cancro citrico por Xcc. Una vez colonizado el tejido, la bacteria podria inyectar

5 El rojo de metilo es un indicador de pH. Permite determinar la formacion de acidos que se producen
durante la fermentacidén de un carbohidrato. Una reaccion positiva indica que el microorganismo realiza
una fermentacion de la glucosa por la via acido mixta.
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efectores de patogenicidad dentro de la célula vegetal a través del sistema de secrecion tipo ll,
modulando el mecanismo de defensa de la planta (Dunger et al., 2005; Guo et al., 2011).
Ademas del xanthano y la proteina filamentosa FhaB, otros factores cumplen un rol importante
en la colonizacion del hospedero y formacidn de biofilm, entre los que se encuentra el sistema
de dos componentes ColS/ColR (Yang y Wang, 2011), adhesinas tipo filamentosas, flagelina,
UTP-glucosa-1-fosfato uridiltransferasa, lipopolisacaridos (LPS) sintetizados por wxacO y rbfC (Li
y Wang, 2011), el sistema de dos componentes RbfS (Li y Wang, 2011b), entre otros (Huang et
al., 2013).

1.4.3 - Sistemas de secrecidn y su relacion con la virulencia

Los sistemas de secrecidn bacterianos son importantes para la interaccion del patégeno con el
hospedero. A través de ellos se liberan factores de virulencia al ambiente bacteriano o dentro
de la célula vegetal, necesarios para la colonizacidn del tejido y el desarrollo de la enfermedad.
Hasta el momento se han descripto ocho sistemas de secrecidn en bacterias gram-negativas
(Saier, 2006), cinco de ellos presentes en Xcc. El sistema de secrecion tipo | estd involucrado en
la liberaciéon de toxinas y de una variedad de compuestos. El sistema de secrecién tipo Il (SST2)
secreta factores de virulencia incluyendo enzimas con actividad degradadora de pared celular,
entre las que se encuentran proteasas, amilasas, pectato liasas, celulasas y xilenasas. Xcc posee
un sistema de secrecion tipo | y dos sistemas de secrecidén tipo |l (Baptista et al., 2010; Szczesny
etal., 2010). Se observé que mutaciones en los genes xps de Xcc, pertenecientes al SST2, provoca
un retardo en el desarrollo de los sintomas en pomelo (Yan y Wang, 2012).

El sistema de secrecidn tipo Ill (SST3) estda muy conservado entre patégenos de plantas y
animales, y participa en la liberacidn de proteinas efectoras, denominadas efectores tipo lll,
desde el citoplasma bacteriano hacia el interior de la célula hospedera. Estas proteinas efectoras
pueden actuar como factores de virulencia, interfiriendo con una variedad de funciones de la
planta que promueven la enfermedad, siendo esencial para la patogenicidad del género
Xanthomonas. Por otro lado, algunas proteinas efectoras, denominadas proteinas de
avirulencia, son reconocidas por la planta y desencadenan una respuesta de defensa (Kay y
Bonas, 2009). Aunque las cepas de Xanthomonas spp. secretan 15 o mas proteinas efectoras
tipo lll, solo para unas pocas de estas proteinas se ha determinado su rol en la virulencia de la
bacteria. Por ejemplo, la proteina AvrBs2 de X. campestris pv. vesicatoria contribuye a la
multiplicacidn de la bacteria en la planta, el desarrollo de sintomas y la sobrevivencia epifita (Kay
y Bonas, 2009). En la bacteria Xcc hay solo un SST3 (Moreira, et al., 2004). Un efector tipo lll muy

caracterizado en Xcc es la proteina PthA, el cual se describe mas adelante. Se observé que
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mutantes de Xcc en este gen no desarrollan los sintomas caracteristicos de cancro, provocando
una clorosis® en las hojas (Yan y Wang, 2012).

El sistema de secrecidn tipo IV (SST4) esta involucrado en el transporte de macromoléculas
desde el citoplasma bacteriano al interior de la célula vegetal. Xcc tiene un grupo de genes
similar a los del sistema de secrecidn tipo IV de Bordetella pertussis el cual estd involucrado en
la secrecion de la toxina de pertussis (Fronzes et al, 2009).

Xcc también contiene genes que codifican para adhesinas que se asocian a superficies y parecen
ser autotransportadores del sistema de secrecion tipo V. Estas adhesinas tendrian un rol no solo
en la adhesion a superficies bidticas, sino también en la formacién del biofilm (Kay y Bonas,

2009).

1.4.3.1 - Sistema de secrecion tipo Il

Para las bacterias fitopatdogenas Gram-negativas, el sistema de secrecién tipo Ill (SST3) es
fundamental en la interaccién planta-patégeno. Debido a que el SST3 es requerido para la
patogenicidad, o para la induccién de una rapida respuesta de resistencia en la planta, los genes
gue codifican dicho sistema y proteinas relacionadas se denominan genes de respuesta
hipersensitiva y patogenicidad (hrp, “hypersensitive response and pathogenicity”). El operdn
hrp de Xcc estd compuesto por 25 genes que se extienden desde hpa2 a hpaF (Figura 5). De los
25 genes, 9 pertenecen a un grupo de genes conservados en plantas y animales, denominados
hrc (hrp-conserved), y constituyen el core del traslocdn del sistema SST3. En X. campestris pv.
vesicatoria las regiones que flanquean el cluster hrp contienen secuencias de insercion, genes
para una transposasa y un ARNt, sugiriendo que este cluster es parte de una isla de
patogenicidad (Dunger et al., 2005).

En Xanthomonas spp. los genes hrp estan regulados por un activador tipo AraC denominado
HrpX, el cual a su vez se encuentra bajo el control de la proteina HrpG, un regulador de la familia
OmpR (Yamazaki, 2008., Astua-Monge et al. 2000). Los reguladores positivos OmpR son
proteinas de unién al ADN que aumentan la actividad de la ARN polimerasa. Mutantes del gen
hrpG no genera sintomas de cancro (Cappelletti, 2010). Algunos genes regulados por HrpX
poseen una secuencia consenso en las regiones promotoras denominada promotor inducible en

planta (PIPbox, “plant-inducible promoter”) (Guo et al., 2011, da Silva et al., 2002). HrpG activa

® Condicién fisiolégica anormal en la que el follaje produce insuficiente clorofila. Cuando esto ocurre las hojas no tienen la
coloracién normal verde; la coloracidn es de un verde palido, amarillo o amarillo blanquecina.
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la expresion de los genes hrcC y hrpX (Guo 2011, Huang, 2009). Los genes hrpG y hrpX no

pertenecen al cluster hrp (da Silva et al., 2002).

hrpA hrpB hrpC hrpD hrpEOR . hrpF
F
- > - — — — —
an fr ] =15 N N o o o N N T 1 o [ ] | ]
hrp e B7 B5B4 B2B1 D5DGE F
hpa e 2 1 P A B F
hrc e c T N J u v Q RS

Figura 5. Organizacion genética del cluster hrp de Xanthomonas citri subsp. citri. Este esquema
fue construido basado en la secuencia del genoma de la cepa Xanthomonas citri subsp. citri 306.
Las cajas grises corresponden a ORFs. Las flechas indican la orientacién de los operones.
También se indican los genes hrp, hpa y hrc. (Dunger et al., 2005).

Estudios recientes mostraron que algunos sustratos del sistema de secrecién tipo Il (SST2)
también estdn bajo el control de HrpG o HrpX, como es el caso de las proteinas PglA y Virk
(Yamazaki et al., 2008). La co-regulacién de los sistemas SST3 y SST2 permite a la bacteria
superar la defensa de la planta y adquirir nutrientes para su crecimiento (Figura 6). El regulén
HrpG/HrpX también esta implicado en la regulacion de genes relacionados con otros procesos
de adaptacidon y supervivencia, tales como procesos de quimiotaxis, biosintesis flagelar,

transporte, quorum sensing (QS), entre otros (Guo et al., 2011).

20



Interfering with plant defense response | (O OO Modifying the normal functions of host proteins

Plant cytoplasm

Plant cell wall

K* transporter

Sugar transporter

Flagellum

signals

ABC transporter
TonB-dependent receptors

Figura 6: Modelo esquematico de la cascada de regulacion de los regulones HrpG y HrpX en el género
Xanthomonas. El ambiente o sefiales de la planta activan alguna proteina censora la cual transmite la
sefial al regulador principal HrpG. El HrpG activado estd involucrado en cuatro aspectos
principales de la cascada regulatoria: 1) induccion de la transcripcion de HrpX, el cual activa la
expresion de un gran set de genes de virulencia, tales como T3SS, efectores T3SS, y sustratos del
T2SS. HrpX reprime la transcripcion de genes involucrados en la biosintesis de histidina. Durante
este proceso, HrpX también regula la transcripcion de algunos genes involucrados en la
transduccion de sefiales y regulacién, tales como factores de transcripcion, como también
transporte, el cual podria resultar en un cambio en la captura de nutrientes y metabolismo
energéticos; 2) HrpG reprime la transcripcién de genes involucrados en quimiotaxis y biosintesis
flagelar con el fin de inhibir la motilidad bacteriana en la fase estacionaria temprana de
crecimiento; 3) HrpG también controla la expresidn de genes relacionados con la transduccion
de sefiales y regulacion, transporte y metabolismo general; 4) HrpG interactta (cross-talk) con
el quourm sensing mediado por DSF por medio de la represion de la transcripcion de RpfCy dos
proteinas GGDEF en la fase estacionaria temprana de crecimiento. Estas proteinas contribuyen
a la concentracidon del mensajero ciclco-di-GMP. Altos niveles de c-di-GMP promueve la
formacién de biofilm, mientras que bajos niveles promueven motilidad y factores de virulencia.
Un blanco importante de c-di-GMP es Clp (cAMP receptor protein-like-protein), el cual es un
activador transcripcional. C-di-GMP se une a Clp para prevenir que este se una al ADN e impedir
la expresion de genes que codifican para enzimas extracelulares, y genes involucrados en T3SS
y biosintesis de EPS. Dos factores transcripcionales, FhrR y Zur estdn bajo el control de Clp y
tienen un efecto regulatorio sobre la expresidn de los genes hrp (Guo et al., 2011).

1.4.3.2 - Efector tipo Ill: PthA
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Dentro de los genes efectores tipo Il implicados en la virulencia de Xcc, el gen de avirulencia
pthA es el mas caracterizado. Es responsable de la hipertrofia, hiperplasia y muerte celular
provocadas en la planta hospedera. Se ha observado que los sintomas generados por la
expresiéon de dicho gen se manifiestan solamente en citricos, ya que en ensayos de expresion
transitoria de PthA en plantas de tabaco, frijol, dlamo y algoddn genera una respuesta de
defensa de la planta, denominada respuesta hipersensitiva (Duan et al., 1999). Existen varios
alelos en cada cepa y estan presentes en todas las Xanthomonas que producen cancro (Swarup
et al., 1992; Cubero y Graham, 2002).

La proteina PthA producida por Xcc es liberada al interior de la célula vegetal a través del SST3,
proceso que involucra un contacto estrecho entre la bacteria y las células del mesdfilo del
hospedero. Esta proteina es miembro de la familia de proteinas AvrBs3/PthA, ampliamente
distribuida en el género Xanthomonas (Brunings y Gabriel, 2003). Estas proteinas contienen una
estructura particular con 15 a 30 repetidos de 34 aminodacidos en su porcidn central, un motivo
cremallera de leucina, sefiales de localizacién nuclear (NLS) y un dominio activador de la
transcripcién en el extremo C terminal. El nUmero exacto y el re-arreglo de las unidades
repetidas difieren y contribuyen a la funcién y especificidad durante la induccién de resistencia
o generacion virulencia. Las regiones repetidas median la union directa al ADN (Kay et al. 2007),
permitiendo la transcripcion de la planta (Kay y Bonas 2009; Dominguez, et al., 2010).

Si bien el pthA es un gen fundamental en la patogenicidad de Xcc, no ha mostrado un perfil de
expresion diferente en medio XVYM2 (medio sintético que simula el ambiente de la planta)
(Astua-Monge, 2005), en presencia de extracto vegetal ni en planta (Mehta y Rosato, 2005).
Ademas, la generacién de mutantes en dicho gen y estudios de funcionalidad son complicados
debido a la presencia de 4 alelos del pthA (pthA1-4) cada uno con una secuencia diferente, y a
la ubicacion de estos en plasmidos (da Silva et al., 2002). La probabilidad de mutacién de un gen
presente en un plasmido es mucho menor en relacién a la probabilidad de mutacion de un gen

cromosomico (Laia et al., 2009).

1.5 - Interaccion planta-patogeno

Las plantas son hospederos de una variedad de fitopatdgenos, entre los que se encuentran virus,
bacterias, hongos y nematodos. Dependiendo del patégeno especifico, estos pueden crecer
sobre la superficie de la planta, entre las células de la planta (apoplasto) o dentro del sistema

vascular (Kunkel y Chen, 2006). La generacion de enfermedad dependerd del tipo de interaccién
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que se dé entre el patogeno y el hospedero. Por un lado, el fitopatégeno prolifera en el tejido
vegetal y obtiene nutrientes de la planta. Por otro lado, la planta se defiende del patdégeno a
través de diferentes estrategias que limitan la actividad del mismo y la colonizacién del tejido

vegetal.

1.5.1 - Sistema de defensa de la planta

Durante la evolucién, las plantas han desarrollado un elaborado sistema de defensa que se
denomina inmunidad innata. Dos niveles de la inmunidad innata de la planta han sido muy
estudiados: la inmunidad innata disparada por PAMPs (PAMP-triggered immunity) o PTl, y la
inmunidad disparada por efectores (effector-triggered immunity) o ETI. La PTl es inducida por la
percepcion de diferentes PAMPs (“pathogen-associated molecular patterns”) a través de
receptores que reconocen patrones especificos (PRRs, “pattern-recognition receptors”). Este
nivel es referido como la defensa basal que involucra la activacién de cascadas de fosforilacion,
activacion transcripcional, produccidn de especies reactivas del oxigeno, deposicién de calosa,
cierre de las estomas, etc. La ETI es una respuesta mas rapida y amplificada, activada por
proteinas intracelulares de resistencia (proteinas R) presentes en las plantas. En interacciones
incompatibles se induce una respuesta de muerte celular hipersensible (HR, “hypersensitive
response”) en el sitio de infeccion. Un patégeno eficiente, luego de superar multiples obstaculos,
tales como la superficie del tejido vegetal y la pared celular, llega al apoplasto y se multiplica
para obtener suficientes nutrientes del espacio intracelular. Este proceso dependera de la
habilidad del patégeno para suprimir la inmunidad de la planta y promover la patogénesis por
medio de la inyeccidon de proteinas especificas dentro de la célula vegetal. Las proteinas
efectoras pueden suprimir tanto la inmunidad PTI como la ETI. Este didlogo dindmico entre
plantas y patégenos, va evolucionando o cambiando con el tiempo, generdndose nuevos
efectores por parte de los patégenos para obtener nuevas funciones de virulencia. Mientras
tanto, las plantas evolucionan en nuevos mecanismos de resistencia en respuesta a la evolucion
de los patégenos. Un modelo de evolucidn en “zig-zag” dilucidado por Jones y Dangl refiere al

proceso de la interaccién planta-patégeno (Hou et al., 2009) (figura 7).
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Figura 7. Modelo zigzag que ilustra la evolucién del sistema inmune de la plantas. En la fase 1
la planta detecta patrones moleculares asociados con patdgenos (PAMPs) a través de receptores
especificos (PRR), desencadenando una respuesta PTI (PAMPs- triggered immunity). En la fase
2, los patdgenos exitosos liberan efectores que interfieren con la PTI, induciendo un estado de
ETS (effector triggered susceptibility). En la fase 3, un efector liberado por el patégeno (indicado
en rojo) es reconocido por una proteina R y desencadena la ETI (Effector-triggered immunity),
una versién amplificada de la PTI que generalmente lleva al desarrollo de la respuesta
hipersensible (HR). En la fase 4, algunos patdgenos son seleccionados por la pérdida del efector
especifico (rojo), mientras que adquieren otros efectores nuevos a través de la transferencia
horizontal de genes (indicados en azul). Estos pueden ayudar al patégeno a suprimir la ETI. La
seleccidn favorece el surgimiento de nuevas proteinas R que pueden reconocer los nuevos
efectores adquiridos, desencadenando nuevamente una ETI (Jonas y Dangl, 2006).

1.6 - Bacterias viables no cultivables

Las bacterias que se encuentran en el estado de viable pero no cultivable (VBNC, “Viable but
nonculturable”) son bacterias que pierden la capacidad de crecer en medios nutritivos utilizados
en microbiologia en los cuales crecen normalmente. Muchos investigadores creen que este
estado es una estrategia de sobrevivencia en respuesta a condiciones ambientales severas, sin
embargo, no esta claro si las VBNC constituyen un reservorio importante de patégenos en el
ambiente. La lista de bacterias patdgenas que adoptan este estado como un medio de
sobrevivencia incluye patégenos humanos, patégenos animales (Oliver, 2010), y fitopatégenos

(del Campo et al., 2009 y Ordax et al., 2009).
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Varios factores quimicos y ambientales han sido reportados como inductores del estado VBNC.
Entre ellos se encuentra la falta de nutrientes, crecimiento a temperaturas no déptimas,
concentracién osmatica altas o bajas, concentracion de oxigeno, conservantes, metales pesados
y la exposicidn a la luz blanca (Oliver, 2010). Uno de los factores que juegan un rol importante
en lainduccidn del estado VBNC es el perdxido de hidrégeno, H,0,, y se observé que la expresién
del gen katG estd implicado en la resucitacion de la bacteria (Oliver, 2010).

Algunas caracteristicas que presentan estas bacterias son, reduccién del tamafio, decrecimiento
en la sintesis de macromoléculas y disminucién de la tasa respiratoria, mientras que los
pldasmidos son retenidos y los niveles de ATP y potencial de membrana permanecen altos.
También se ha reportado que retienen la captura e incorporacién de aminodacidos, tienen altos
niveles de ARNr, hay cambios en los acidos grasos de membrana y, en algunas bacterias, se
observan cambios en los perfiles proteicos (Oliver, 2010).

Por otro lado, si bien los patdgenos no son capaces de iniciar enfermedad cuando estan en el
estado VBNC, estos retienen la virulencia y la infeccién puede ser iniciada luego de su
reactivacion (Sun et al., 2008; del Campo et al., 2009; Oliver, 2010). También se constatd que
bacterias que se encuentran en este estado continldan con la expresidon de determinados genes.
Por ejemplo, células de E. coli no cultivables expresan una variedad de genes, entre los que se
encuentran mobA, rfbE, stx1 y aquellos para la sintesis del ARNr 16s (Yaron y Matthews, 2002).
En un trabajo de Vora et al., 2005, especies de Vibrio sp. que se encuentran en estado VBNC
expresan toxinas (crxAB, rtxA, hlyA, tl, tdh y vwhA) y genes de virulencia (tcpA y genes del SST3).
Estos datos proporcionan evidencias que no solamente las bacterias entran y persisten en el
estado VBNC en el ambiente, sino que probablemente permanezcan infecciosas.

Una consecuencia interesante del estado VBNC es la resistencia a antibioticos, los cuales son
efectivos en células metabdlicamente activas, mientras que en las células VBNC que tienen una
actividad metabdlica baja las bacterias se vuelven resistentes a estos compuestos (del Mar Lleo
2007; Oliver, 2010).

La reversion del estado VBNC puede lograrse volviendo a condiciones de crecimiento adecuadas
para la bacteria, como puede ser, temperaturas éptimas, o en la interacciéon con su organismo

hospedero (del Campo et al., 2009).

1.7 - Justificacion del trabajo de tesis

El control del cancro citrico a nivel nacional e internacional se basa en un manejo integrado de

la enfermedad, el cual implica la prevencion de la introduccion de la enfermedad a través de
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material de propagaciéon o frutos, remocién de arboles infestados, utilizacion de cortinas
rompevientos, control bioldgico y/o quimico del minador de citricos, entre otros. Sin embargo,
es fundamental la aplicacién de productos a base de cobre sobre el follaje para el control del
cancro. Las formulaciones de cobre también son utilizadas en otras enfermedades de citricos
(Schuttle et al., 1997), y en otros cultivos horticolas (Conover y Gerhold, 1981; Jardine y
Stephens, 1987), provocadas tanto por bacterias como por hongos.

A pesar de que en muchas de estas enfermedades se logra un control razonable con los
productos cupricos, el uso de éstos presentan varias limitaciones como son fitotoxicidad en
drganos aéreos (Schuttle et al., 1997) (figura 8), acumulacién de cobre en el suelo (Alva et al.,
1995) y presion de seleccidn de poblaciones de Xcc y otras bacterias resistentes a cobre (Marco
y Stall, 1983; Rinaldi y Leite, 2000, Canteros, 1999). Se sabe que iones metdlicos a
concentraciones trazas son vitales en muchos procesos bioldgicos, tales como transcripcion,
respiracion y crecimiento. Sin embargo, el aumento de su concentracidn puede ser téxico en los
procesos celulares. En fitopatdgenos, el uso excesivo de compuestos cupricos puede inducir
mecanismos de resistencia, los cuales son de gran interés ya que estos compuestos han sido
ampliamente utilizados por mds de 20 afios en agricultura para el control de las enfermedades.
En el genoma de Xcc dos genes cromosdmicos codifican homélogos de las proteinas CopA y
CopB de Pseudomonas syringae pv. tomato, las cuales participan en la resistencia al cobre. En
Xcc, los productos del operdn copAB juegan un rol importante en los mecanismos de
homeostasis del cobre. En mutantes copAB de Xcc, en contacto con diferentes concentraciones
de CuS0O., y posteriormente inoculadas en hojas de limdn mostaron un retraso en la aparicion
de sintomas, o ausencia de sintomas (Texeira et al., 2008). Sin embargo, este operdn presente
en el cromosoma estaria involucrado en el metabolismo del cobre, pero no en la resistencia de
la bacteria frente al metal (Behlau et al., 2011). El desarrollo de cepas resistentes ha sido
solamente reportado en Argentina en la cepa Xcc Ad44 y los determinantes de resistencia fueron
ubicados en plasmidos (Canteros, 1999; Behlau et al., 2011). En nuestro pais, no se han
reportado cepas resistentes al metal, sin embargo, es de importancia monitorear la aparicion de
resistencias. Este inconveniente, junto con la acumulacién en suelo y fitotoxicidad, lleva a la

necesidad de reducir las aplicaciones de cobre en los cultivos.
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Figura 8: Dafo en los drganos aéreos generados por la utilizacién de agroquimicos a base de
cobre.

Actualmente, el Unico mecanismo propuesto de accidn del idon Cu** sobre el control del cancro
citrico se basa en su efecto bactericida sobre la poblacién bacteriana en la superficie de la hoja
(Leite et al., 1987; Graham et al., 2004, Canteros, 2004; Schubert y Sun, 2003; Goto, 1992). Sin
embargo, resultados obtenidos en el IIBCE, asi como por otros investigadores, indican que otros
mecanismos podrian estar actuando, ya que se ha observado que el contacto directo de Xcc con
concentraciones de cobre similares a las de uso en el campo no elimina totalmente la poblacién
bacteriana en tiempos cortos (Stall et al, 2002). Estos resultados estarian demostrando que el
efecto del cobre directamente sobre Xcc no seria lo suficientemente drastico como para explicar
el control a campo de la enfermedad.

Por otra parte, en un trabajo realizado en el laboratorio de Biologia Molecular del IIBCE se
observé que una poblacién de Xcc de 10° ufc/ml tratadas con una concentracién de CuSO,,
correspondiente a 3 veces la dosis de campo, entran en estado de viable pero no cultivable
(VBNC). Sin embargo, un porcentaje de las bacterias no pierden la virulencia cuando son
inoculadas en plantas de pomelo (del Campo et al., 2009). Este estado también fue inducido por
cobre en Agrobacterium tumefaciens y Rhizobium leguminusarum (Alexander et al., 1999) y en
Erwinia amylovora (Ordax et al., 2010). El estado de no culturabilidad inducido por Cu** podria
estar sobrestimando el efecto téxico del mismo sobre la bacteria, cuando las evaluaciones se
realizan mediante el crecimiento en medio de cultivo. Estos resultados sugieren que existen
otros mecanismos de accion del cobre, distintos a la accién bactericida hasta ahora propuesta,
que podrian estar actuando en combinacién para lograr un buen control de la enfermedad.

Los sintomas inducidos por bacterias fitopatdgenas, generalmente corresponden a la respuesta
de la planta inducida por la expresion de genes de virulencia del patégeno. La expresidon de estos
genes esta regulada, entre otras cosas, por factores poblacion dependiente, como es el caso del
quorum-sensing. Las células bacterianas son capaces de detectar concentraciones
extracelulares de alguna molécula sefial producida por la poblacién de bacterias y, superado

determinado umbral de ésta, se activa la expresidon de genes vinculados a la patogenicidad
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(Andrade et al., 2006; Barnard y Salmond, 2007; Guo et al., 2012). Una forma de disminuir la
expresidn de sintomas, fendmeno observado luego de los tratamientos con productos clpricos,
podria deberse a que el cobre disminuye la poblacion de Xcc dentro de los tejidos, lo que estaria
retardando o eliminando la sefial encargada de desencadenar los procesos patogénicos.

A nivel molecular, los productos a base de cobre podrian alterar la expresién de genes vinculados
con la multiplicaciéon y patogenicidad. Como se comentd anteriormente, en el contacto
patdgeno-célula vegetal se induce la expresidn de ciertos genes responsables de establecer la
enfermedad en hospederos susceptibles o una reaccidn de hipersensibilidad en interacciones
incompatibles. A través de los sistemas de secrecion se liberan proteinas efectoras que ya en el
nucleo son las responsables de la desregulacion celular (Vojnov et al., 2010; Domingues et al.,
2010). La secuenciacion completa del genoma de Xcc, finalizada en el afio 2002 (da Silva et al.,
2002), permitié analizar la existencia de varios genes involucrados en la patogénesis (Tondo et
al., 2010). En un trabajo de Astua-Monge et al., 2005 se observd que algunos genes de virulencia,
genes asociados con el sistema de secrecion tipo lll, y otros que participan en el proceso de
patogénesis presentan una expresién alterada cuando la bacteria crece en un medio que simula
el espacio intercelular de la planta. Se han generado mutantes de Xcc en algunos genes
asociados con la patogenicidad y se observé la pérdida o disminucidon de la capacidad de

desarrollar cancro en plantas de citrus (Rigano et al., 2007; Siciliano et al., 2006).

Con el fin de comprender mejor el mecanismo de accién de los compuestos a base de cobre
sobre Xcc, en este trabajo se analizé la multiplicacion de la bacteria y la expresion de algunos
genes de patogenicidad que estan implicados en la generacidn de la enfermedad. También se
evalud la induccidn del estado VBNC provocado por estos compuestos a base de cobre, en la

planta.

1.7.1 - Genes seleccionados para el andlisis de expresion

A continuacién se detallan los genes que fueron seleccionados para el andlisis de expresion en
bacterias extraidas de plantas tratadas con el agroquimico a base de cobre, y en bacterias que

estuvieron en contacto con CuSO4 en ensayos in vitro.

1.7.1.1 - Genes del sistema de secrecion tipo Il (SST3): hrpG y hrcR
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Como se menciond anteriormente, la proteina HrpG forma parte del sistema de dos
componentes que regula el cluster hrp a través de la induccidn de la proteina hrpX y hrcC. Los
genes hrpG y hrpX no pertenecen al cluster hrp (figura 9).

Por otro lado, el gen hrcR codifica una proteina que forma parte del SST3. En el trabajo de
Dunger et al (2005) se observé que mutantes en el operdn hrpD, que afecta los genes hrcQ, hrcR
y hrcS, no generan sintomas cuando son inoculados en plantas de naranja (Citrus sinensis cv.

Petropolis).
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Figura 9. Esquema de la organizacion estructural del cluster hrp de Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria. Consiste en 6 operones, hrpA-hrpF. Los boxes en grises, correspondientes a los
genes hrc codifican para componentes conservados del sistema de secrecion tipo Ill. Los genes
regulatorios hrpXy hrpG estan localizados por fuera del cluster hrp (Bonas et al., 2000).

1.7.1.2 - Genes efectores del sistema de secrecion tipo Il (SST3): avrXacEl y avrBs2

En el trabajo realizado por Astua-Monge et al. (2005) se constaté que los genes avrXacEl y
avrBs2 se sobre-expresan en el medio XYM2. El XVM2 es un medio sintético que mimetiza las
condiciones internas del tejido vegetal, y se observd que induce la expresion de algunos genes
hrpy avr. El efector AvrBs2 pertenece a la familia AvrBs2 (da Silva et al., 2002), y tiene un motivo
glicerolfosforil diéster fosfodiesterasa. Esta proteina estd presente en todas las especies de
Xanthomonas y cumple un rol importante en la patogenicidad de la bacteria (Moreira et al.,

2010).

1.7.1.3 - Genes efectores del sistema de secrecion tipo Il (SST2): pglA y virk
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El gen virk, al igual que el avrBs2 y avrXacE1, presenta en el promotor la secuencia PIPbox (Astua-
Monge et al., 2005), secuencia que tienen muchos de los genes regulados por la proteina HrpX.
El gen pglA codifica para una poligalacturonasa, enzima que participa en la virulencia de Ia
bacteria Xylella fastidiosa (patdgeno de citricos) (Chaterjee et al., 2008). Ambas proteinas son
sustratos del SST2 y es inducida su expresion por la proteina HrpG en Xcc (Yamazaki et al., 2008;

Guo et al., 2011)
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2 - HIPOTESIS DE TRABAJO

Como hipétesis del trabajo se plantea que los agroquimicos a base de cobre, ademas del efecto
bactericida observado en la superficie de la hoja de citricos, disminuyen los sintomas de la
enfermedad actuando sobre la virulencia y/o la multiplicacién de Xanthomonas citri subsp. citri
(Xcc) dentro del tejido vegetal. Uno de los efectos sobre la multiplicacidon bacteriana es la

induccion del estado VBNC.

3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo general

Contribuir a la comprensién de los mecanismos de accion del cobre sobre el control del cancro
citrico, causado por Xanthomonas citri subsp. citri, de forma de optimizar o sustituir su empleo

en el manejo integrado de la enfermedad.

3.2 - Objetivos especificos

1) Estudiar el efecto del cobre sobre la multiplicacién de Xcc en plantas de citricos

2) Analizar la induccién del estado VBNC de Xcc en plantas de citricos tratadas con el producto
a base de cobre.

3) Determinar el efecto del producto a base de cobre sobre la expresién de genes relacionados
con la patogenicidad de Xcc durante su interaccidon con plantas de citricos

4) Determinar cambios en la expresion de genes de patogenicidad en células de Xcc que entraron

en estado VBNC, luego del tratamiento con CuSO4'H;0, en ensayos in vitro.
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4 - MATERIALES Y METODOS

4.1 - Condiciones de crecimiento de plantas de citricos y tratamiento con
cobre

4.1.1 - Condiciones de crecimiento de las plantas citricas

Para los ensayos se utilizaron plantas de pomelo (Citrus paradisi) de 5 meses de edad crecidas
en macetas con tierra a partir de semillas. Las plantas fueron mantenidas en invernadero bajo
condiciones controladas y aquellas utilizadas para los diferentes ensayos se mantuvieron en
cuarto separado con una temperatura de 25-282C y un fotoperiodo de 16hs luz (figura 10 y

figura 11).

Figura 10: Invernaculo instalado en el Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable
para el crecimiento de las plantas de citricos bajo condiciones controladas de luz y
temperatura.

Figuré 11: Cuarto de plantas instalado en el Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable donde se mantienenen las plantas utilizadas para los diferentes ensayos, bajo
condiciones controladas de luz y temperatura.
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4.1.2 - Tratamiento con cobre

La fuente de cobre utilizada fue la formulacién comercial de éxido cuproso (Cu;0), Nordox75™.
Se ha observado que dicho producto comercial determina un buen control de la enfermedad en
campo (Mara e lbafiez, 2004). La aplicacidn de cobre se realizé6 mediante aspersor manual. Para
los diferentes ensayos se rociaron plantas de pomelo con una solucion de 2,25mg/ml de
Nordox75™, correspondiente a tres veces la dosis utilizada en la produccién, la cual
denominamos Nordox 3X. La dosis a utilizar (Nordox 3X) se obtuvo de un ensayo realizado en
nuestro laboratorio donde se constatd que las plantas tratadas con una sola aplicacién a dicha
concentracién presentaban menos sintomas que las no tratadas, reproduciendo los resultados

observados en el campo con varias aplicaciones.

4.2 — Ensayos de inoculacion y extraccion de dcidos nucleicos

4.2.1 - Mantenimiento y condiciones de crecimiento de la bacteria Xanthomonas citri

subsp.citri (Xcc)

Para los ensayos se utilizé un aislamiento de Xcc obtenido de fruta de Uruguay (del Campo et
al., 2009). La bacteria, conservada en glicerol 30% a -802C, fue crecida en medio NBXcc sélido
(NutrientBroth-agar: 23g de NB, 1g de glucosa y 15g de agar por litro) e incubada a 282C durante
48hs. A partir de colonias aisladas de Xcc se inoculdé en medio NBXcc liquido que se incubd a
289C con agitacién over night (ON) hasta alcanzar una densidad éptica de 0.230 unidades de
absorbncia a 600nm, correspondiente a un cultivo de 10 ufc/ml. Una vez obtenido el cultivo

liqguido se inocularon en hoja de pomelo las diluciones adecuadas para los diferentes ensayos.

4.2.2 — Método de inoculacion de Xcc en hoja de pomelo

Las inoculaciones se realizaron en la cara abaxial de la hoja por infiltracidn con jeringa sin aguja
(figura 12). Para ello se utilizaron hojas de pomelo con un desarrollo aproximado de 75% a 100%
de su tamafio final, periodo de mayor sensibilidad (Graham et al.,, 1992). Las diluciones
necesarias para obtener una poblacién de trabajo de 10° ufc/ml se realizaron en el tampén

fosfato salino (PBS 1X: NaCl 140mM, KCI 2.7mM, Na;HPO, 10mM y KH,PO4 1.5mM; pH 7.4).
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Figura 12. Inoculacién de Xcc mediante infiltracion en la cara abaxial de hojas de pomelo.

4.2.3 - Recuperacion de Xcc a partir de plantas citricas inoculadas (“exudacion”)

Para la recuperacion de las bacterias a partir de plantas de pomelo, las hojas inoculadas con Xcc
fueron cortadas de las plantas citricas. La superficie de las mismas fue desinfectada con alcohol
70% para eliminar las bacterias presentes en el exterior, y en el caso de las plantas a las cuales
se le aplico Norodox 3X, para eliminar el producto acumulado en la superficie. Previo al
procesamiento del material vegetal, las hojas fueron fotografiadas con una regla para
determinar el drea inoculada y calcular la cantidad de bacteria obtenida por cm? de tejido

inoculado.

4.2.3.1 - Recuperacion de la bacteria para curvas de crecimiento in planta

Las hojas inoculadas (entre 3 o 4 hojas por tiempo y por tratamiento) se colocaron en tubos
oakridge con 30 ml de PBS 1X y se agitaron durante 40 minutos a temperatura ambiente, para
permitir la exudacién de las bacterias del tejido vegetal a la solucion salina (PBS 1X). Se retiraron
las hojas y se centrifugd la suspensién bacteriana durante 30 min a 42C y 10000 rpm. El
sobrenadante se elimind y el pellet obtenido se resuspendié en 1ml PBS 1X, de los cuales 100 ul
se utilizaron para cuantificar el crecimiento bacteriano en medio sélido NBXcc y con el resto del

volumen se realizé la extraccidon de ADN utilizando el protocolo de CTAB descrito mds adelante.

4.2.3.2 - Recuperacion de la bacteria para andlisis de expresion de genes de patogenicidad

Se procedié de la misma forma descrita anteriormente, utilizando tiempos de agitacién y de
centrifugacion menores con el fin de minimizar los cambios de expresién durante el
procedimiento. Se utilizé el procedimiento descripto por Jacob et al. 2011. Tres o cuatro hojas

inoculadas para cada tiempo y tratamiento, se cortaron en trozos pequefios para facilitar la
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recuperacion de bacterias, se colocaron en tubos con 20 ml de PBS 1X y se mantuvieron en hielo
con agitacién durante 7 min. Se retird el tejido vegetal y se centrifugd la suspension bacteriana
durante 5 min a 10000 rpm y 42C. Del pellet obtenido se extrajo el ARN utilizando el RNeasy

Mini Kit (Qiagen), segun se describe mas adelante.

4.2.4 - Extraccion de ADN genémico de Citrus

Para evaluar que los cebadores utilizados no hibriden de manera inespecifica con el ADN de
plantas de citricos se realizé extraccion de ADN de Citrus paradisi utilizando el DNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante, partiendo de aproximadamente 0.1 g de

tejido molido con N; liquido.

4.2.5 - Extraccion de ADN genémico de Xcc

Para la cuantificaciéon absoluta de Xcc mediante gPCR se realizé la extraccion de ADN de
bacterias recuperadas de plantas citricas utilizando el protocolo de extraccién con el método de
CTAB (Ausubel, et al., 1987). El pellet obtenido, por centrifugacion del “exudado” bacteriano, se
re-suspendié en 582 ul de buffer TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 8) y se adicionaron 15 pl de SDS
20 %y 3 ul de Proteinasa K (20 mg/ml). Se mezcld y se incubo entre 1 horay 1 hora y media a
379C. Una vez transcurrido el tiempo, se adicionaron 100 pl de NaCl 5 M, se mezcld y se
agregaron 80 pl de solucion CTAB/NaCl (4.1 g de NaCl y 10 g de CTAB en 100 ml de agua). Se
incubd durante 10-20 min a 652C (la solucién de CTAB debe estar pre-calentada). Luego se
agregaron, a temperatura ambiente, 700 pl de una mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (24:1),
y se centrifugd durante 5 minutos a 10000 rpm. La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo y
se adicionaron 500 pl de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), repitiéndose la
centrifugacion en las mismas condiciones. Se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo y se
adicionaron 0.6 voliumenes de isopropanol para precipitar el ADN. Se incubd durante toda la
noche a -20°C y luego se centrifugd durante 10 min a maxima velocidad. El pellet fue re-

suspendido en 50 pl de agua ultrapura y se guardd en freezer a -20 2C hasta su uso.

4.2.6 - Extraccion de ARN de Xcc, tratamiento con DNasa y sintesis del ADNc

4.2.6.1 - Extraccion de ARN
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Para la extraccion se centrifugd el “exudado” bacteriano durante 5 minutos a 10000 rpm como
ya se describid. El pellet se resuspendié en 100 pl de una solucién de lisozima en buffer TE (Tris
10mM, EDTA 1mM, pH 8), a una concentracion final de 0.4 pg/ul (stock 20 mg/ml preparado con
agua tratada con DEPC) y se dejdé a temperatura ambiente durante 5 min. Luego se realizd la
extracciéon de ARN bacteriano con RNeasy Mini Kit (Qiagen), segun las instrucciones del
fabricante. El ARN extraido se cuantificd espectrofotométricamente mediante el uso de un

equipo Nanodrop1000 Spectrophotometer (Thermoscientific).

4.2.6.2 - Tratamiento con DNasa |

Luego de la extraccion de ARN se realizé el tratamiento con la enzima DNasa | (Invitrogen) para
eliminar el posible ADN gendmico presente en la muestra. Para ello se partié de 37ng de ARN
en un volumen final de 15 ul y se sigui6 el protocolo descrito por el fabricante.

La efectividad del tratamiento con DNasa | fue evaluada por PCR a tiempo final, usando los
cebadores F1 y F2 para el 16S de Xcc disefiados por Alexandre do Amaral (comunicacion
personal). Como control positivo se utilizo ADN gendmico de Xcc. Los resultados de la

amplificacidon se evaluaron en gel de agarosa 2% mediante tincién con bromuro de etidio

(1pg/ml).

En la tabla 1 y 2 se muestra la concentracion de reactivos para un volumen final de 25 pl y las

condiciones de ciclado, respectivamente.

Tabla 1. Concentracién de reactivos utilizados en la PCR para evaluar la efectividad del
tratamiento con DNasal.

Reactivos Conc.uso | 1x (ul)
MgCl, 25mM 4
Buffer 10x 2.5
dNTPs 2.5mM 2
16s F1 10uM 0.5
16s F2 10uM 0.5
Taq 5U/rx 0.2
polimerasa

agua 14.3
ADN 1
Volumen final 25

Tabla 2. Condiciones de ciclado utilizadas en la PCR para evaluar la efectividad del tratamiento
con DNasal.
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LTI o— 30s
60°C - 30s 30 ciclos
72°C - Imin
72°C - 5min

4.2.6.3 - Sintesis del ADNc

Para la sintesis del ADNCc, a partir del ARN tratado con DNasa |, se sigue el procedimiento descrito
en el protocolo del kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen). Dicho kit
utiliza cebadores random hexdmeros para la sintesis del ADN complementario. Para todas las

muestras, se partié de 30 ng de ARN para un volumen final de reaccion de 33 ul (=1ng/pl).

4.3 - Andlisis por PCR en tiempo real (qPCR)

4.3.1 - Seleccion de genes y disefio de cebadores

Para evaluar el posible efecto del cobre en la multiplicacién de Xcc dentro del tejido vegetal se
realizaron curvas de crecimiento con la poblacién bacteriana recuperada de tejido tratado y no
tratado con cobre en diferentes tiempos. La cantidad de ADN bacteriano presente se calculd a
través de la cuantificacion por qPCR de un fragmento del gen Irp (leucine-responsive regulatory
protein), el cual esta presente en copia Unica en el cromosoma bacteriano (Cubero y Graham,
2004; Cubero y Graham, 2005).

Por otro lado, para el analisis de expresidn se realizd una busqueda bibliografia de genes de Xcc
que estuvieran implicados en la patogenicidad de la bacteriay su interaccion con la planta (genes
de virulencia, avirulencia, genes del sistema de secrecion tipo lll, enzimas, entre otros).Los genes
seleccionados fueron: avrXacEl, avrBs2, virk, hrpG, hrcR y pglA (Astua-Monge et al., 2005;
Mehta y Rosato, 2005; Yamazaki et al., 2008; Yamazaki et al., 2008b; Moreira et al, 2010; Dunger
et al., 2005). El gen Irp (Cubero y Graham, 2004; Cubero y Graham, 2005) se us6 como gen de
referencia en los ensayos de cuantificacion relativa para expresion génica. Dicho gen no
presentd cambios de expresion en los diferentes tratamientos realizados. Los cebadores para
los genes avrXacE1l, avrBs2, virk, hrpG, hrcR y pglA fueron disefiados por Alexandre Do Amaral
(comunicacion personal). Los cebadores para el gen Irp fueron disefiados con el programa
Primer3-2.2 disponible online. Todos los cebadores utilizados para gPCR amplifican un

fragmento de entre 100 — 200pb (tabla 3).
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Tabla 3: Cebadores utilizados en la tesis para los analisis por gPCR.

Cebadores Utilizacién Secuencia TM () Tamafio
fragmento (pb)

Irpfw - Cuantificacién absoluta de Xcc in 5" — GCGACTTCGACTATCTGCTC- 3’ 62 133
Irprev planta 5 — TCCTTGACCTCTTCCATCAC — 3’ 60

- Gen de referencia para los ensayos

de expresion de genes de

patogenicidad
avrXackl fw - Andlisis de expresién de genes de 5’-ACAGCGATCCTGAAAGACG-3' 58 140
avrXacE1l rev patogenicidad de Xcc in planta. 5’- CTTCGATACCAGAAAGCCTGC-3’ 64
avrBs2fw 5’-AGACAACGCGATCACACC-3’ 56 158
avrBs2 rev 5’-CAATCCGTCTCCGTCTGC-3’ 58
virkfw 5’- AGCAGTTCATGCGCTACC -3’ 56 121
virkrev 5’- GCATTGATCTTGCATTGATACG-3’ 62
hrpGfw 5-CAGCACATCTACAAGTTGCG-3’ 60 136
hrpGrev 5’- CCTTGCTCATTGTCGTTGC-3’ 58
hrcRfw 5’- GGTGTTTATCGTCATCGACC-3’ 60 161
hrcRrev 5’- ACCGATAGCTCAGAACCAGG-3’ 62
pglAfw 5" — ACTTCACCTTCAAGGGTGGC-3’ 62 146
pglArev 5- CGGCAGTACCGAGTGATAGG-3’ 64
16s F1 -Evaluacién del tratamiento del ARN 5’- CTGGAAAGTTCCGTGGATGT-3’ 60 217
16s F2 con DNasa | 5’-TGGTAGTCCACGCCCTAAACG-3’ 66

4.3.2 - Especificidad de los cebadores

La especificidad de los cebadores se evalud

in silico por comparacién con las secuencias

obtenidas de la base de datos del NCBI (http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/) y por la base de datos

XBG-Xanthomonas Genome Browser (http://xgb.fli-leibniz.de/cgi/index.pl).

También se evalud la especificidad por medio de un PCR a tiempo final utilizando como molde

ADN gendmico de pomelo. La concentracidn de reactivos y condiciones de ciclado son los

mismos a los utilizados para la evaluacidn de la efectividad del tratamiento con DNasa |, descrito

anteriormente (tablas 1y 2). Para la visualizacién de los productos de amplificacion se realizé

una electroforesis en gel de agarosa en TAE 1X (Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.001 M) 2 % durante

1 h a 60 voltios, y los fragmentos se tifieron en una soluciéon de bromuro de etidio (1ug/ml),

durante 5 minutos.

4.3.3 - Evaluacion de los cebadores por PCR a tiempo final

Una vez disefiados los cebadores se evalué la amplificacién de cada uno de los genes

seleccionados, tanto en ADN gendmico, como en ADNc de Xcc. En este ultimo caso, con el fin de

evaluar si los cebadores detectan la expresion de los genes en estudio. Se realizd un PCR a

tiempo final utilizando como molde ADNc generado a partir de ARN extraido de bacterias que

fueron exudadas de plantas tratadas con Nordox 3X y plantas tratadas con agua. Para la sintesis
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del ADNCc se partié de 0.5 ng/ul de ARN vy se siguio el protocolo descrito en el kit de Invitrogen
SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix, que utiliza como cebadores random
hexameros.

La concentracion de los reactivos y condiciones de ciclado, utilizados para el ADN gendmico de

Xcc como para el cDNA, se resume en las tablas 4 y 5.

Tabla 4. Concentracidn de reactivos utilizados para evaluar la amplificacién con los cebadores
disefados para el andlisis de los genes de patogenicidad de Xcc.

Reactivo Conc.uso | 1x (ul)
MgCl2 25mM 4
Buffer 10x 2.5
dNTPs 2.5 2

Cebador forward | 10 uM 0.5
Cebador reverse 10uM 0.5
Tag polimerasa 5U/ul 0.2

Agua 14.3
ADN 1
Volumen final 25

Tabla 5. Condiciones de ciclado para evaluar la amplificacién con los cebadores disefiados para
el analisis de los genes de patogenicidad de Xcc.

95¢C - 5 min

95¢C - 30s

60°C - 30s } 30 ciclos
72°C - 1 min

72°C - 5 min

Para la visualizacién de los productos de amplificacidn se realizé una electroforesis en gel de
agarosa en TAE 1X 2% durante 1 h a 60 voltios, y los fragmentos se tifieron en una solucién de

bromuro de etidio (1pg/ml), durante 5 minutos.

4.3.4 - Clonado de los genes para la construccion de las curvas estandar

Para la obtencidn de la curva estandar, necesaria para la cuantificacién absoluta de Xcc (gen Irp)
y para el cdlculo de las eficiencias de amplificacion de los genes de patogenicidad y del gen de
referencia, los productos de amplificacién de cada gen fueron clonados en un vector pGEM ®-

Teasy (Promega).

4.3.4.1 - Clonado
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Se realizd un gel preparativo, en agarosa 2 %, donde se sometieron a electroforesis 140 ul de
cada producto de PCR. La electroforesis se realizdé durante 1 h a 60 voltios. Una vez transcurrido
el tiempo se tifid el gel con bromuro de etidio (1pg/ml). Las bandas obtenidas fueron cortadas
del gel y extraidas del mismo utilizando el kit Q/IAquick Gel Extraction (Qiagen). Posteriormente,
los productos purificados se ligaron en el vector pGEM®-Teasy (Promega) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

4.3.4.2 - Transformacion

Para la transformacion se utilizaron células de Escherichia coli competentes, de la cepa DH10B.
Se descongelaron 100 pl de células competentes en hielo durante 5 minutos y se adicionaron 10
ul de la ligacidn realizada en el paso anterior, junto con los controles correspondientes (control
del inserto, control sininserto y el plasmido cerrado como control de transformacién). Se mezclé
suavemente y se dejé en hielo durante 15 minutos. El shock térmico se realizé durante 1 minuto
a 42 °C vy luego se colocd en hielo nuevamente. Las células competentes sometidas al shock
térmico se colocaron en un tubo de vidrio y se agregaron 900 ul de medio LB (10g de triptona,
5g de extracto de levadura, 10g de NaCl por litro). Se dejaron en agitacidon en bafio a 372C
durante lhora. Transcurrido el tiempo, 100 pl de medio inoculado con cada una de las
transformaciones se sembré en placa con medio LB con ampicilina (100 pug/ml) como medio de

seleccidén.

4.3.4.3 - Confirmacion de los clones

Los clones que presentan el plasmido con el inserto fueron seleccionados por PCR a tiempo final
y confirmados por secuenciacién utilizando los cebadores universales SP6 y T7 que hibridan en
el vector pGEM®-Teasy. La concentracién de reactivos y condiciones de ciclado para la

amplificacion se detallan en las tablas 6y 7.

Tabla 6: Concentracidn de reactivos utilizados para analizar los clones positivos
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Reactivo Conc.uso Ix (pl)
MgClz 25mM 4
Buffer 10x 2.5
dNTPs 2.5 2
Cebador forward | 10uM 0.5
Cebador reverse 10uM 0.5
Taq polimerasa 5U/ul 0.2
Agua 14.3
ADN 1
Volumen final 25

Tabla 7: condiciones de ciclado para analizar los clones positivos.

(o LY T o— 5 min

952C - 30s

602C - 30s } 30 ciclos
72°C - 1 min

72°C - 5 min

Para la visualizacién de los productos de amplificacidn se realizd una electroforesis en gel de
agarosa en TAE 1X 2 % durante 1 h a 60 voltios, y los fragmentos se tifieron en una solucién de

bromuro de etidio (1 pg/ml), durante 5 minutos.

4.3.4.4 - Extraccion de ADN plasmidico (miniprep)

La extraccidn de plasmidos a partir de los clones seleccionados se realizé segun el protocolo
descrito por Sambrook et al. (1989). Se partié de un volumen de cultivo de 5 mly se centrifugd
durante 1 minuto a 6000 rpm. El pellet bacteriano se resuspendié en 0.3 ml de buffer 1 (50 mM
tris-HCI pH 8; 10 mM EDTA) con el agregado de RNasa a una concentracion final de 100 ug/ml.
Se adicionaron 0.3 ml de buffer 2 (200 mM NaOH, 1% SDS) y se mezcld por inversién de 4 a 6
veces. Se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 0.3 ml de buffer 3
(3.0 M de acetato de potasio pH 5.5), se mezcld por inversion y se incubd durante 5 minutos en
hielo. Luego se realizd una centrifugacion a maxima velocidad durante 10 minutos y se paso el
sobrenadante a un tubo limpio. El ADN presente en el sobrenadante obtenido se precipité con
0.7 volimenes de isopropanol. Se mezcld por inversidon y se centrifugd durante 20 minutos. Se
descartd el sobrenadante y el pellet se lavé con 1 ml de etanol 70%. Se centrifugdé durante 5
minutos y se descartd el sobrenadante. Se dejd secar el pellet y se resuspendié en 50 ul de agua

ultrapura estéril.
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La extraccion del plasmido que contiene el fragmento del gen de referencia Irp, denominado
pPGEM-Irp, que también se utilizd para la construccidn de la curva estandar en la cuantificacion
absoluta por gPCR, se realizd con el kit GenCatch Plus Plasmid DNA Miniprep (PochLifeScience).
El plasmido obtenido se cuantificd por espectrofotometria utilizando el equipo Nanodrop 1000
Spectrophotometer (Thermoscientific) y por electroforesis en gel de agarosa 2% durante 1 h a

60 voltios. Para la cuantificacion en gel se utilizé el marcador A/pstl.

4.4 - Andlisis de la multiplicacion de Xcc en plantas tratadas con Nordox
3Xy en plantas tratadas con agua

4.4.1 - Estrategia experimental

Para evaluar el posible efecto del cobre en la multiplicacién de Xcc dentro del tejido vegetal se
realizaron curvas de crecimiento con la poblacidn bacteriana recuperada de tejido tratado y no
tratado con cobre en diferentes tiempos luego de la inoculacidn de plantas de citricos. Se trabajo
con un grupo de 6 plantines de pomelo. A tres plantas se les aplicd Nordox 3X con pulverizadora
manual, y a las otras 3 plantas se les aplicé agua (grupo control). Al tercer dia del tratamiento se
inoculé una poblacién de Xcc de 108 ufc/ml en varias hojas de cada plantin con el estado de
desarrollo adecuado. La recuperacién de la bacteria por “exudacion” (punto 4.2.3.1) se realizé a
tiempo inicial y luego de 1, 3, 5, 7 y 9 dias posteriores a la inoculacidn. Para cada tiempo y cada
tratamiento se tomaron una o dos hojas de cada planta. A partir de 1 ml de exudado bacteriano
obtenido se tomaron 100 pl para la cuantificacion por crecimiento en medio sélido NBXcc y 900
pl se utilizaron para la extraccion de ADN por el método de CTAB (punto 4.2.5) y posterior

cuantificacion absoluta por gPCR. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas del ensayo (figura 13).
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Figura 13. Esquema de la estrategia experimental para las curvas de crecimiento

3 dias

Tratamiento de las
plantas con Nordox 3X o
con agua.
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siembran las diluciones
necesarias para contar
entre 30 y 300 ufc.
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\ /\
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Cosecha de las hojas en los
tiempos: 0d, 1d, 3d, 5d, 7d
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»
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100 ul para
crecimiento en
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4.4.2 - Obtencion de la curva estdndar para la cuantificacion absoluta por gPCR

En una cuantificacion absoluta por qPCR se determina la cantidad de ADN blanco, expresando
su concentracion en nimero de copias por ml, ul u otra unidad. Para dicha cuantificacién es
necesario tener una curva estandar, la cual es construida usando diluciones seriadas de una
muestra de concentracidn conocida. Cada concentracion esta asociada a un valor umbral de
amplificacion o Ct (threshold cycle) determinado, obteniéndose una grafica de Ct vs. log del n2
de copias. El estdndar utilizado fue el pldsmido pGEM-Irp generado segln el procedimiento
descrito en el punto 4.3.4. Para el cilculo del nimero de copias/pl se aplicd la siguiente férmula

(Smith, 2006):

N° de copias/pl = conc. estandar (g/ul) x 6,023x10% (copias/mol)

Peso molecular (g/mol)

Peso Molecular (g/mol) = (pb del plasmido+inserto) x 660g (correspondiente al peso molecular
de un par de bases de ADN). El vector pGEM-Teasy tiene 3015 pb y el fragmento del gen Irp es
de 133 pb.

Una vez cuantificado el estandar, se obtuvo la curva a partir de 6 diluciones seriadas al décimo
del plasmido. Se realizd la amplificacidon por qPCR con el kit Quantimix Easy Syg (Biotools) que
utiliza SYBRgreen como agente intercalante para la deteccion de la fluorescencia generada en
cada ciclo de amplificacidn. En las tablas 8 y 9 se detallan las concentraciones de los reactivos y

el programa de ciclado. Se utilizé el termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett).

Tabla 8. Concentraciones de reactivos para la construccion de la curva estandar del gen Irp por
gPCR

Reactivos Conc.Uso | 1x(pul)
Quantimix Easy Syg kit | 2x 5

Irp forward 10 uM 0.2

Irp reverse 10 uM 0.2
Agua 2.6
ADN 2
Volumen final 10

Tabla 9. . Condiciones de ciclado para la construccion de la curva estandar del gen Irp por gPCR.
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95¢C 0 e 5 min

950C e 15s

629C e 15s 5 ciclos
722¢ e 20s

Melt722C - 952C

4.4.3 - Curvas de crecimiento

4.4.3.1 - Cuantificacion por crecimiento en medio sdlido

Para la construccidn de curvas de crecimiento se tomaron 100 pl del extracto bacteriano y se
sembraron en medio NBXcc agar, tanto el extracto puro (para el caso de los tiempos mas
tempranos) como diluciones, con el fin de obtener un nimero contable de colonias, entre 30y
300 ufc por placa. Se evaluaron los tiempos 0d, 1d, 3d, 5d, 7d y 9d, para cada uno de los
tratamientos. Las placas se incubaron a 282C durante 48hs. Se analizaron 3 réplicas biolégicas

por cada tiempo y por cada tratamiento.

4.4.3.2 - Cuantificacion por gPCR

Para la cuantificacion de Xcc por qPCR cuantitativo se utilizé el kit Quantimix Easy Syg (Biotools).
La concentracién de reactivos y programa de ciclado fueron los mismos que se utilizaron parala
construccion de la curva estandar (tablas 8 y 9). Se evaluaron los tiempos 0d, 1d, 3d, 5d, 7d y 9d
para cada uno de los tratamientos. En la misma corrida de qPCR se colocaron las muestras de
interés y las diluciones correspondientes a la curva estandar. Se utilizé el termociclador Rotor-

Gene 6000 (Corbett). Se analizaron 3 réplicas bioldgicas por cada tiempo y por cada tratamiento.

4.5 - Andlisis de la induccion del estado VBNC de Xcc en plantas de citricos
tratadas Nordox 3X y en plantas tratadas con agua.

4.5.1 - Estrategia experimental

Para los analisis de la induccidn del estado viable pero no cultivable (VBNC) de Xcc se trabajé
con una cepa que expresa la proteina reportera GFP (Green Fluorescent Protein), la cual
denominamos Xcc-GFP. Dicha cepa es la misma utilizada en el trabajo de Rigano et al. (2007).

Este ensayo se realizd con un grupo de 6 plantines de pomelo. A tres plantas se les aplicd Nordox

45



3X con pulverizadora manual, y a las otras 3 plantas se les aplicd agua (grupo control). Al tercer
dia del tratamiento se inoculd una poblacidn de Xcc-GFP de 108 ufc/ml en varias hojas de cada
plantin con el estado de desarrollo adecuado. La recuperaciéon de la bacteria por “exudacion”
(punto 4.2.3.1) se realizé en los tiempos 5d y 7d. Para cada tiempo y cada tratamiento se
cortaron 6 hojas. A partir de 1 ml del “exudado” bacteriano obtenido se tomaron 100 pl para la
cuantificacidn por crecimiento en medio sélido NBXcc, de bacterias cultivables. El resto del
exudado bacteriano se sometid a citometria de flujo para la determinacién de bacterias
totales/ml (vivas y muertas), utilizando la bacteria Xcc-GFP (a través de la deteccidn citométrica
de la fluorescencia emitida por Xcc-GFP). La cantidad de muertas/ml se determiné por tincion
con ioduro de propidio (IP) a una concentracién final de 0.02mg/ml. Esta molécula es incapaz de
atravesar la membrana celular intacta, pero si penetrar en las células que tienen la membrana
dafiada. Es un fluoréforo que emite en rojo al unirse al ADN (Lew et al., 2010). A partir de los
resultados obtenidos se calculd el porcentaje de bacterias VBNC. El ensayo se realizd por

triplicado (figura 14).

4.5.2 - Citometria de flujo

Para la calibracién del citometro se utiliz6 una poblacién de Xcc-GFP de 10° ufc/ml y una
concentracion de 108 microesferas/ul (fluoSpheres® carboxylate modified microspheres 1.0 um,
yellow-green fluorescent (505/515), 2% solids) de Invitrogen™, las cuales se utilizan como
referencia para calcular la cantidad de bacteria presente en la muestra. Para poder determinar
bacterias muertas se ajustd el equipo con una poblacidn de Xcc-GFP tratada con etanol 70%
durante 10 minutos para matar las células. El rango de trabajo éptimo de Xcc-GFP se determiné
para una concentracién de 108 microesferas/mly se realizé una curva estandar de Xcc-GFP entre
103 - 107 ufc/ml.

Las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo y clasificador celular FACSVantage (BD)
equipado con un laser de argén con emision a 488 (Coherent, Innova 304) y un sistema de
enfriamiento por circulacion de agua. Para cada muestra se realizaron 20.000 adquisiciones y el
anadlisis de datos se realiz6 con el programa CELLQuest v.3.1. La fluorescencia de las células
emitidas por Xcc-GFP fue recogida por el canal FL1 y la fluorescencia emitida por el IP fue
recogida por el canal FL3. Para realizar las medidas citométricas en flujo, se selecciond una
boquilla de 70 um creando una delgada columna liquida que contiene las células a analizar. A
medida que cada célula pasa frente al laser (punto de interrogacioén), desvia el rayo incidente y
las moléculas tefnidas unidas a la célula van a ser excitadas y emiten luz fluorescente. La luz

desviada (forward scatter y side scatter) y las sefales fluorescentes son encaminadas por filtros
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Opticos, de acuerdo a su longitud de onda, a los fotomultiplicadores (PMT) correspondientes.
Finalmente, las sefiales son amplificadas por los PMT, digitalizadas y procesadas por el

computador. Los resultados son presentados como histogramas o graficos de puntos (dot-plots).

4.5.3 - Microscopio confocal

Los exudados bacterianos de Xcc-GFP obtenidos de las plantas tratadas con Nordox 3X y control
fueron observados en el microscopio confocal Olympus BX-61 del IIBCE utilizando los filtros

adecuados para la deteccién de la fluorescencia GFP.
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Figura 14. Esquema de la estrategia experimental para la determinacién de la induccién del estado
VBNC en células de Xcc recuperadas de plantas tratadas con Nordox 3X y plantas tratadas con agua.
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4.6 - Andlisis de la expresion diferencial de genes de patogenicidad de Xcc
en plantas tratadas con Nordox 3X y plantas tratadas con agua

4.6.1 - Estrategia experimental

Para los ensayos de expresién diferencial se trabajé con un grupo de 6 plantines de pomelo. A
tres plantas se les aplicé Nordox 3X y a las otras 3 plantas se les aplicé agua (grupo control),
utilizando una pulverizadora manual. Al tercer dia del tratamiento se inoculé una poblacién de
Xcc de 108 ufc/ml en varias hojas de los dos grupos de plantines. En la inoculacién se tuvo en
cuenta que las hojas tuvieran un tamafio y madurez adecuada. Se recupero la bacteria del tejido
vegetal luego de 1, 3, 5, 7 dias posteriores a la inoculacién segun el procedimiento descrito por
Jacob et al. (2011) (punto 4.2.3.2). Para cada tiempo y cada tratamiento se tomaron una o dos
hojas de cada planta y se realizé6 un pool. Se extrajo el ARN total de la poblacién de Xcc
recuperada del tejido vegetal y se realizo la sintesis del ADNc como se describié en el punto
4.2.6. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas. En la figura 15 se esquematiza la estrategia
experimental para los ensayos de expresion.

A la hora de planificar y realizar los ensayos de expresién por gPCR se tomaron en cuenta las
recomendaciones MIQE (minimum Information for publication of quantitative real-time PCR

experiments) (Taylor et al., 2010).
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Figura 15. Esquema de la estrategia experimental para los andlisis de expresion de genes de
patogenicidad de Xcc in planta
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4.6.2 - Cuantificacion relativa

Se realizé la cuantificacidn relativa de la expresién de los genes de patogenicidad seleccionados,
en plantas de citricos tratadas con Nordox 3X respecto a su expresion en plantas tratadas con
agua (muestra de referencia o calibradora). En ambos casos se utilizd el gen Irp como gen de
referencia para normalizar la cantidad de ARN utilizado en cada muestra. Previamente, se

verificd que el gen de referencia no cambid su nivel expresiéon en ambos tratamientos.

4.6.2.1 - Método 2%*“ty cdlculo de las eficiencias de amplificacién

Para el clculo de los niveles de expresion de cada gen se aplicd el método 222 (Livak, 2001). El
analisis de expresién relativa por este método requiere ciertas ecuaciones y asunciones para
poder analizar de forma apropiada los datos. Para que los calculos puedan ser validos, las
eficiencias de la amplificacion de los genes de interés y del gen de referencia deben ser similares
y cercanas a 1. Por lo tanto, para poder aplicar este método se calcularon las eficiencias de
amplificacion de cada gen analizado. Paraello, se realizaron diluciones seriadas de los diferentes
pldasmidos que contienen la secuencia de los genes de interés y se construyd una curva estandar
para cada uno de ellos. La pendiente de la curva estandar es un indicativo de la eficiencia de la
reaccién. Una curva estandar ideal posee una pendiente de 3.3, que significa que la PCR tuvo
una eficiencia de 1. En esta situacién ideal el producto de PCR se duplicd en cada ciclo. Una vez

calculada la eficiencia de cada gen se aplicaron las siguientes ecuaciones:

ACr (muestra) = Crgen de interés - Crgen de referencia (Irp)
ACr (control) = Crgen de interés - Crgen de referencia (Irp)
AACr = ACr (muestra) - ACr (control)

Nivel de expresidn normalizado del gen de interés en cada muestra = 2 “44¢T

4.6.2.2 - Controles de qPCR

Cuando se analiza la expresién por PCR cuantitativo es necesario realizar algunos controles que
evaluen la presencia de ADN gendmico y su influencia en la expresiéon de genes de bajo nimero
de copia. También es importante verificar que el tratamiento con DNasa | no interfiera con el
proceso de amplificacidn. Para ello se inoculd una poblacién de Xcc de 108 ufc/ml en plantas que
no fueron tratadas con cobre y se exudé la bacteria al séptimo dia. Luego se realizo la extraccion

de ARN, el tratamiento con DNasa | y la sintesis de cDNA, como fue descrita anteriormente
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(punto 2.5). Los controles realizados fueron: A) ARN tratado con DNasa | y con retrotranscripcion
(ARN c/DNasay ¢/RT), B) ARN tratado con DNasa | y sin retrotranscripcidon (ARN c/DNasa y s/RT),
C) ARN sin tratar con DNasal y con retrotranscripcidon (ARN s/DNasal y ¢/RT) y, D) ARN sin tratar
con DNasa | y sin retrotranscripcion (ARN s/DNasa | y s/RT). Los controles B y D evaltan la
efectividad del tratamiento con DNasa y la presencia de ADN gendmico en la muestra,
respectivamente. Los controles A y C evalian si la enzima DNasa interfiere con el PCR
cuantitativo. Los cebadores utilizados amplifican el ADNr 16S, que son los mismos que se
utilizaron para la evaluacién del tratamiento con DNasa en PCR a tiempo final.

Para este ensayo se trabajo con el exudado puro y las diluciones 1/2, 1/4 y 1/8, para evaluar si

hay inhibicién.

4.6.2.3 - gPCR

Para todas las reacciones de qPCR se utilizo el kit Rotor-Gene™ SYBR® Green PCR (Qiagen) con la

siguiente concentracién de reactivos y programas de ciclado que se detalla en las tablas 10y 11,

respectivamente. Se utilizé el termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett).

Tabla 10. Concentracidon de reactivos para los ensayos de expresién por gPCR.

Reactivo Conc. uso 1x (i)
Master Mix 2x 6.25
Cebador 10 uM 1.25
forward

Cebador 10 uM 1.25
reverse

Agua 1.75
ADNCc 2
Volumen 12.5
final

Tabla 11. Condiciones de ciclado para los ensayos de expresion por qPCR.

95¢C - 5min

95eC - 55

62eC - 10s 35 ciclos
Melt 72eC - 952C

4.7 - Determinacion de los cambios en la expresion de genes de
patogenicidad en células de Xcc que entraron en estado VBNC, luego del
tratamiento con CuSO4°H20 mediante ensayos in vitro.
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4.7.1 - Estrategia experimental

Para los ensayos de induccién de VBNC se expuso una poblacién de Xcc de 10° ufc/ml a una
soluciéon de CuSO4.H20 de 135 uM durante 10 min. Dicha concentracion de cobre es equivalente
a la dosis de cobre soluble presente en la solucidon de Nordox 3X, determinada por andlisis
espectrofotométrico realizado en el Laboratorio de Espectrometria Atdmica del LATU. Como
control, una poblacién de 108 ufc/ml de Xcc se expuso a agua ultrapura durante 10 minutos.
Transcurrido el tiempo, se tomaron 100 ul para la cuantificacidn de bacteria cultivable en medio
NBXcc y otra alicuota se inoculd en hojas de pomelo para evaluar el desarrollo de sintomas. Con
el resto del volumen (= 800ul) se realizo la extraccion de ARN para el andlisis de expresidn de los
genes de patogenicidad. La extraccion de ARN se realizé con el RNeasy Mini kit (Qiagen) y el
tratamiento con la enzima DNasa | (Invitrogen™), como se describié en los puntos 4.2.6.1 y
4.2.6.2 respectivamente. La sintesis del ADNc se realizd con la enzima M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen™) segln las instrucciones del fabricante.

Para las reacciones de gPCR se utilizé el kit Rotor-Gene™ SYBR® Green PCR (Qiagen) con la
concentracién de reactivos y programas de ciclado que se detalla en las tablas 10 y 11,

respectivamente. Se utilizé el termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett).

4.8 Analisis estadistico.

Todos los ensayos cuantitativos fueron realizados siguiendo un disefio experimental
completamente al azar con tres réplicas bioldgicas por tratamiento. Para cada ensayo se analizo
el cumplimiento de los supuestos tedricos de distribucion normal y homogeneidad de varianzas.
Los datos obtenidos se analizaron utilizando la prueba t-Student o de Kruskal-Wallis con un nivel

de significacidn de 0.05. Se utilizo el programa Infostat version 2012 (Di Rienzo et al., 2012).
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5 - RESULTADOS

5.1 - Andlisis por PCR en tiempo real (QPCR)

5.1.1 - Especificidad de los cebadores

Los resultados obtenidos in silico con la base de datos Xanthomonas Genome Browser y NCBI
confirmaron que los cebadores disefiados son especificos para los genes hrpG, virk, avrXacE1l,
avrBs2, hrcR, pglA y Irp de Xcc. Todos estos genes se encuentran en el cromosoma de Xcc en
copia Unica.

La especificidad de los cebadores también fue analizada por PCR en tiempo final, usando como

molde ADN gendémico de pomelo. En las figuras 16 y 17 se muestran los resultados obtenidos.

Figura 16. Evaluacion de la especificidad de los cebadores mediante amplificacion de ADN
genomico de pomelo. Carriles 1) gen Irp, 2) blanco Irp, 3) gen virk, 4) blanco virk, 5) gen hrpG,
6) blanco hrpG, 7) gen hrcR, 8) blanco hrcR, 9) Producto de amplificacién de 222 pb utilizado
como referencia del peso molecular.

Figura 17: Evaluacidn de la especificidad de los cebadores mediante amplificacion de ADN
genomico de pomelo. Carriles 1) gen pglA, 2) blanco pglA, 3) gen avrXacE1, 4) blanco avrXacEl,
5) gen avrBs2, 6) blanco avrBs2, 7) Producto de amplificacién de 222 pb utilizado como
referencia del peso molecular.
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Se puede observar que no existiéo amplificacion con el ADN genédmico de pomelo, por lo cual, no

existe hibridacién cruzada, siendo los cebadores especificos para Xcc.

5.1.2 - Evaluacion de los cebadores con ADN gendmico y ADNc de Xcc

En una primera instancia los cebadores disefiados se evaluaron mediante amplificacién por PCR
a tiempo final utilizando como molde ADN gendmico de Xcc y muestras de ADNc obtenidas a
partir del ARN extraido de la exudacién de bacterias de plantas inoculadas con Xcc. Todos los
cebadores disefiados amplificaron un producto del tamafio esperado (figura 18). En todos los
casos, la banda obtenida a partir de ADN gendmico es mds intensa que las obtenidas para las
muestras de ADNc, seguramente debido a la mayor concentracién de molde. Para el caso de los
ADNs copia, en general las bandas mas intensas se obtuvieron para las muestras mas tardias (5
dias y 7 dias posteriores a la inoculacién). Para los tiempos 1 y 3 dias la baja intensidad de las
bandas podria deberse a dos factores: 1) baja expresién de los genes analizados, 2) bajo nimero
de transcriptos obtenidos debido a la metodologia utilizada para la recuperaciéon de bacterias
de la planta. Probablemente, en los tiempos mas tempranos la cantidad de bacteria que se
obtiene sea baja y, por lo tanto, no se pueda extraer suficiente cantidad de ARN. Ya ha sido
reportada la dificultad de obtener suficiente cantidad de bacteria (y por lo tanto de ARN) para

analisis de expresion, a partir de tejido vegetal inoculado (Astua-Monge et al., 2005).

55



Figura 18: Amplificacién a tiempo final con los
cebadores disefiados, utilizando como molde
ADN gendmico y ADNc extraido a partir de las
bacterias exudadas de plantas de pomelo
inoculadas con Xcc luego de 1, 3, 5y 7 dias. B:
blanco; M: 100pb ladder. Las flechas indican
la altura correspondiente a los dimeros de
primers.

Las muestras se sometieron a electroforesis con un marcador de peso molecular de 100pb
ladder (Dongsheng biotech). Todas las bandas obtenidas tienen el tamafio esperado, entre 100-
200pb (tabla 3). Las bandas presentes en algunas de las muestas que se encuntran por debajo

del tamaio esperado corresponde a primers.

5.2 - Andlisis de la multiplicacion de Xcc en plantas tratadas con Nordox
3Xy en plantas tratadas con agua

5.2.1 - Cuantificacion de Xcc in planta por crecimiento en medio sélido

Para la cuantificacidon se inoculd una poblacién de Xcc de 4 x 10° ufc/ml. El volumen obtenido
del extracto bacteriano corresponde a un area de tejido determinada, por lo tanto, la cantidad
de bacteria obtenida se expresé como log ufc/cm? (figura 19). En el apéndice 2, tabla 2 se

detallan los resultados de cuantificacion por crecimiento en placa para las 3 réplicas bioldgicas.

56
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Figura 19. Cuantificacion de Xcc in planta por crecimiento en medio sélido: resultados
expresados como log ufc/cm? de hoja para plantas de pomelo tratadas con agua o Nordox 3X
para diferentes tiempos luego de la inoculacidn con Xcc. Los valores representan la media de 3
repeticiones bioldgicas por tratamiento y las barras el error estandar. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre tratamientos segun el test Kruskal-Wallis (p < 0.05).

Los resultados obtenidos en las curvas de crecimiento de Xcc en medio sélido, mostraron que
hay un menor crecimiento en placa de bacterias que fueron recuperadas de plantas tratadas con
el compuesto a base de cobre, Nordox 3X. De acuerdo con el test estadistico no-paramétrico
Kruskal-Wallis, se observd una diferencia significativa de la concentracién de bacteria cultivable
entre los dias 1 al 9. Esta diferencia puede ser debida a que haya una menor multiplicacion
bacteriana en las plantas tratadas con cobre o, al efecto que este producto pueda tener en la

induccién del estado de VBNC en Xcc.

5.2.2 - Cuantificacion de Xcc in planta por gPCR

5.2.2.1 - Obtencion de la curva estdndar para el gen Irp

Para la cuantificacion absoluta de Xcc in planta mediante qPCR se construyd una curva de
calibracién a partir del producto de amplificacidn del gen Irp clonado en el vector pGEM-Teasy,
denominado pGEM-Irp, cuya concentracién es de = 60ng/pl (apéndice 1, figura 1).

Se calculd el n? copia/ul aplicando la ecuaciéon que se detallé6 previamente en materiales y
métodos (punto 4.4.2). El nimero de copias presentes en el estandar puro fue de 1.74 x 10%°
n2copias/pl. Se prepararon diluciones seriadas de la suspensién del plasmido pGEM-/rp que se

analizaron mediante qPCR para la construccion de la curva estandar. Se obtuvo una buena curva
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con las diluciones -2, -3, -4, -5, -6 y -7, cuyos parametros fueron: R=0.998, Pendiente= -3.4 y
Efciencia=0.96 (figuras 20 y 21). En el apéndice 2, tabla 3 se muestran los Cts obtenidos para

cada una de las diluciones analizadas.
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Figura 21. Curva estandar correspondiente a la amplificacién por qPCR utilizando los cebadores

disefados para el gen Irp.

La especificidad de los productos amplificados se analizé a través del andlisis de la curva de
melting, de los productos. Se puede observar que todos los amplicones tienen un Unico pico de

melting caracteristico, entre 89.0 — 89.2 (figura 22).
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1 No. Colour Name Peak 1 Peak 2 Peak 3|

1 . plasmido Irp -2|89,2

2 plasmido Irp -3|73,0 |78,5 |89,2

3 . plasmido Irp -4|80,0 (89,2

4 . plasmido Irp -5|76,0 |89,0

5 plasmido Irp-6|77,2 81,3 |89,0

7 . plasmido Irp -7|78,3 |83,5 |89,0

53 . blanco 79,7 (89,0

Figura 22. Picos de melting obtenidos con las diluciones utilizadas para la construccién de la
curva estandar del gen Irp.

En la figura 22 también puede observarse el mismo pico para el blanco. Esto probablemente se
deba a contaminacidn de alguno de los reactivos, la cual no se pudo eliminar a pesar de preparar
alicuotas nuevas de los cebadores, cambiar el agua y utilizar otro tubo de mix de gPCR. De todas
maneras, las muestras tienen un Ct aproximadamente 2 ciclos antes que el blanco, por lo que
se considera que la contaminacién presente no influye de manera significativa en los resultados

de cuantificacion.

5.2.2.2 — Cuantificacion de Xcc in planta

La poblacion bacteriana recuperada del tejido vegetal en los diferentes tiempos también se
cuantificé por gPCR, utilizando la curva estdndar construida para el gen Irp de Xcc. Todas las
muestras obtenidas en los diferentes tiempos y en ambos tratamientos, caen dentro del rango

de sensibilidad de la curva de calibracion (Apéndice 2: figuras 2-5; tablas 4 y 5).

Para las muestras correspondientes a los 9 dias posteriores a la inoculacion se observé un efecto
de inhibicidn de la amplificacidn, lo que se reflejé en un cambio en las curvas de amplificacion
(Apéndice 2, figuras 3 y 5). Este efecto se atribuyd a la alta concentracién de ADN obtenida en
estas muestras, por lo que se realizaron dos diluciones seriadas logrando asi levantar la
inhibicién.

Para evaluar la especificidad de los productos obtenidos se realizaron las curvas de melting. Se
pudo observar que las reacciones de amplificacidon generan un Unico producto que corresponde
al fragmento de interés, cuyos Tm estd entre 89.0 y 89.2 2C (Apéndice 2, figura 6).

El nUmero de copias del gen de interés se obtiene a partir del ADN de las bacterias que fueron
inoculadas en un area determinada de la hoja. Por lo tanto el nimero de copias del gen (que

corresponde a la cantidad de bacterias presentes) se expresa como log del n2 de copia/cm? de
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tejido (figura 23). En el Apéndice 2, tabla 6 se detallan los Cts obtenidos por gPCR para cada una

de las repeticiones bioldgicas.

Curva de crecimiento (promedio 3 réplicas bioldgicas)

M agua

W nordox

dias

Figura 23. Cuantificacion de Xcc in planta por qPCR: resultados expresados como log n2 de copia
del gen Irp/cm? de hoja para plantas de pomelo tratadas con agua o Nordox 3X a diferentes
tiempo luego de la inoculacidon con Xcc. Los valores representan la media de 3 repeticiones
bioldgicas por tratamiento y las barras el error estandar.

Los resultados obtenidos de las curvas de crecimiento a partir de la cuantificacién de la bacteria
por qPCR muestran que no existe diferencia significativa entre la cantidad de bacteria obtenida
de plantas tratadas con Nordox 3X y de plantas control (segun el test estadistico no-paramétrico

Kruskal-Wallis, p<0.05 para todas las comparaciones realizadas).

5.2.3 - Comparacion entre crecimiento en medio sdlido y cuantificacion absoluta por gPCR para
cada tratamiento

Cuando se realiza una cuantificacidon bacteriana por crecimiento en placa se asume que cada
colonia fue originada por una Unica bacteria. Por otro lado, cuando se realiza la cuantificacion
bacteriana por medio de una PCR cuantitativa, se asume que el n? de copias de un gen
determinado corresponde a la cantidad de bacteria presente en el cultivo original. Esto es asi
cuando se trabaja con genes que se encuentran en el genoma bacteriano en copia Unica, como
es el caso del gen Irp utilizado en este estudio. Por lo tanto, el nimero de copias obtenidas en
cada muestra corresponde al nimero de bacterias presentes en la muestra. Para poder analizar

mejor los resultados obtenidos, se representaron en un mismo grafico los valores de
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cuantificacidn de Xcc in planta obtenidos por ambos métodos para cada uno de los tratamientos

realizados (agua y Nordox 3X) (figuras 24 y figura 25).

Grupo de plantas tratadas con agua (control)
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Figura 24. Cuantificacion de Xcc por crecimiento en medio sélido y gPCR en plantas de citricos
tratadas con agua: resultados expresados como log bacteria/cm? para los distintos tiempos
luego de la inoculacidn con Xcc. Los valores representan la media de 3 repeticiones bioldgicas
por tratamiento y las barras el error estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas
entre tratamientos segun el test Kruskal-Wallis (p < 0.05).
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Figura 25. Cuantificacion de Xcc por crecimiento en medio sélido y gPCR en plantas de citricos
tratadas con cobre (Nordox 3X): resultados expresados como log bacteria/cm? para los distintos
tiempos luego de la inoculacién con Xcc. Los valores representan la media de 3 repeticiones
bioldgicas por tratamiento y las barras el error estandar. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos segun el test Kruskal-Wallis (p < 0.05).
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Se puede observar un mayor nimero de bacterias cuando se cuantifica por la técnica de gPCR,
en ambos tratamientos. Es importante tener en cuenta que la técnica de gPCR no solo detecta
bacterias vivas-cultivables, sino que también detecta bacterias vivas-no cultivables y bacterias
muertas.

En el caso de las plantas tratadas con agua, segun el test estadistico Kruskal-Wallis se observa
una diferencia significativa entre ambas metodologias en los dias 0, 1 y 3 (figura 24). Por otro
lado, para las plantas que fueron tratadas con Nordox 3X la diferencia entre ambos tratamientos

es mayor y se mantiene en todos los tiempos (figura 25).

5.3 - Andlisis de la induccion del estado VBNC de Xcc en plantas de citricos
tratadas con Nordox 3X y en plantas tratadas con agua.

En funcién de los resultados obtenidos en las curvas de crecimiento, donde se observd que
bacterias recuperadas de plantas tratadas con Nordox 3X no crecen en medio sélido, se evalud
si este resultado se debe a la induccion del estado VBNC o la muerte de la bacteria por este
compuesto dentro del tejido vegetal. Para ello, se determind la cantidad de bacterias totales,
vivas, y muertas por citometria de flujo (figura 26) y la cantidad de bacteria cultivable por
crecimiento en medio sélido a los 5y 7 dias. A partir de los resultados obtenidos se calculd el %

de bacterias VBNC, como la diferencia entre vivas y cultivables.
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M vivas M vivas
M muertas B muertas
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B muertas B muertas

Figura 26. Determinacion por citometria de flujo de la proporcién de bacterias vivas y muertas
recuperadas a partir de plantas de citricos tratadas con agua y Nordox 3Xa los 5 y 7 dias

posteriores a la inoculacién con Xcc.

En las bacterias recuperadas de plantas tratadas con agua (grupo control) existe un alto

porcentaje de bacterias vivas. Por el contrario, la poblacidn recuperada de plantas tratadas con

Nordox 3X contiene un alto porcentaje de bacterias muertas, evaluado por la incorporacién de

ioduro de propidio a las células. Estas diferencias se observan tanto a los 5 como a los 7 dias

posteriores a la inoculacidn.

En la figura 27 se muestra la gréfica con los resultados de VBNC presentes en las muestras

correspondiente al dia 5, calculado como la diferencia entre bacterias vivas y cultivables.
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Proporcidn de bacterias cultivables, VBNC y muertas en
plantas tratadas con Nordox3X y agua.
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Figura 27. Evaluacidn del porcentaje de bacterias cultivables, VBNC y muertas recuperadas a
partir de plantas de citricos tratadas con agua y Nordox 3X a los 5 dias posteriores a la
inoculacidon con Xcc. Los valores representan la media de 3 repeticiones bioldgicas por
tratamiento y las barras el error estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas entre
tratamientos (t-test, p < 0.05).

Luego de 5 dias de la inoculacidn con Xcc, se observd una drastica disminucidon en la proporcion
de bacterias cultivables recuperadas de plantas tratadas con Nordox 3X en relacién a las
obtenidas a partir de plantas tratadas con agua. Concomitentemente, en las plantas tratadas
con Nordox 3X, aumentd significativamente la proporcién de células muertas. A pesar de estos
cambios, la proporcién de bacterias VBNC se mantuvo relativamente constante para ambos
tratamientos. Aparentemente, el Nordox 3X no aumentaria la proporcién de bacterias en estado
VBNC, y tendria un efecto bactericida dentro del tejido vegetal. En el Apéndice 3, tabla 7, se

detallan los % de bacterias cultivables, VBNC y muertas para la 3 repeticiones bioldgicas.

También se evalud la evolucion de la proporcidn de células de Xcc que entraron en estado VBNC
en plantas tratadas con Nordox 3X a los 7 dias luego de inoculacidn, para determinar si dicha
poblaciéon aumenta en el tiempo, permanece constante o disminuye (figura 28). En el Apéndice
3, tabla 8 se detalla la proporcidon obtenida de cultivables, VBNC y muertas para las 3

repeticiones bioldgicas.
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% de bacterias cultivables, VBNC y muertas en los
tiempos 5 y 7 dias de plantas tratadas con Nordox 3x
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Figura 28. Evaluacidn del porcentaje de bacterias cultivables, VBNC y muertas recuperadas a
partir de plantas de citricos tratadas con Nordox 3X a los 5y 7 dias posteriores a la inoculacién
con Xcc. Los valores representan la media de 3 repeticiones bioldgicas por tratamiento y las
barras el error estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas entre tratamientos (t-
test, p < 0.05).

En los resultados del % de bacterias recuperadas de plantas tratadas con Nordox 3X se observa
una disminucion significativa en la proporcion de bacterias VBNC a los 7 dias. Por otro lado, se
aprecia un ligero aumento de las bacterias muertas y cultivables, aunque estos no fueron
significativos. Esto sugiere, nuevamente, que el cobre no induce el estado de VBNC y que con el
tiempo las VBNC tenderian a morir, o volver al estado cultivable.

En el apéndice 3, figura 7, se muestran los graficos caracteristicos obtenidos por citometria de

flujo.

5.3.1 - Limitante de la citometria de flujo para la deteccion y cuantificacion de la cepa Xcc-GFP

La cepa Xcc-GFP utilizada, es portadora del plasmido pMP2444 que carga la secuencia del gen
gfp (Stuurman et al., 2000). Mas alla de los marcadores de seleccién a utilizar en los medios de
cultivo para mantener el plasmido (antibidticos ampicilina 100 pg/ml y gentamicina 10 pg/ml),
segln Rigano et al. (2007) se trata de una transformacién con alta estabilidad. En los ensayos
realizados con la cepa Xcc-GFP no se utilizaron medios de cultivos suplementados con
antibidticos, con el fin de minimizar el impacto del mismo sobre el crecimiento de la bacteria.
Sin embargo, se observd por citometria que existe un porcentaje de bacterias Xcc que no se
comporta como las bacterias transformadas con el plasmido gfp y por lo tanto, no pueden ser

cuantificadas. Ademas, en las placas con medio NB utilizadas para la cuantificacion se observan
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dos tipos de colonias, la colonia Xcc-GFP y la colonia tipica de Xcc-WT, ésta ultima presente en
un 8% - 16% (figura 29). Cada una de estas colonias fue observada por el microscopio confocal
para detectar, o no, la presencia de fluorescencia. Se pudo observar que las colonias Xcc-GFP
tipicas fluorescen en verde, debido a la presencia de la proteina GFP (figura 29b), mientras que
en la preparacién de las bacterias Xcc-WT no se pudo detectar fluorescencia. Esto indicaria que
en la poblacién presente dentro del tejido vegetal existe un % de bacterias que pierden la
fluorescencia. A partir de estas observaciones, los datos obtenidos por citometria fueron
corregidos con el % de Xcc-WT obtenido en el crecimiento en medio NB, para cada una de las
muestras.

Figura 29a. Colonias Xcc-GFP y Xcc-
WT que aparecen.

Figura 29b. Bacterias fluorescentes
obtenidas de la colonia Xcc-GFP,
observadas al microscopio confocal
con un aumento de 120x.
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5.3.2 - Controles de Ila técnica

Para el analisis por citometria de flujo se realizaron dos controles:

1) Presencia de la bacteria Xcc-GFP en la muestra:

Para ambos tiempos de muestreo, dia 5 y 7, se corrobord que la deteccién de fluorescencia
obtenida por citometria correspondiera a bacteria Xcc-GFP presente en la muestra y no a
artefactos de la técnica o particulas fluorescentes provenientes del tejido vegetal. Para ello se
observé al microscopio confocal una alicuota de la muestra previamente al analisis por
citometria (figura 30).

Figura 30. Bacterias Xcc-GFP
recuperadas de plantas control vy
observadas por microscopio confocal
con un aumento de 60x.

La observacion al microscopio muestra la presencia de particulas del tamafio de las bacterias,
presente en la muestra luego del proceso de exudacion, las que pueden ser detectadas por

citometria de flujo. Las bacterias Xcc son muy pequeiias, midiendo alrededor de 1um.

2) Controles negativos:

En cada uno de los dias de recuperacion de la bacteria se evaludé un control negativo. Dicho
control es un grupo de hojas de pomelo que no se inocularon con Xcc-GFP. Los valores de
fluorescencia obtenidos no son significativos comparado con las muestras inoculadas,
considerandose artefactos de la técnica. En el apéndice 3, figura 8, se muestran los graficos de

citometria obtenidos.
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5.4 - Expresion diferencial de genes de Xcc relacionados con la
patogenicidad de la bacteria en plantas tratadas con Nordox 3X y plantas
tratadas con agua

5.4.1 - Cdlculo de la eficiencia de amplificacién

Se determind la eficiencia de amplificacion de los genes seleccionados para los andlisis de
expresion a partir de la construccién de una curva con diluciones seriadas de plasmidos que
tienen clonado cada fragmento de interés. En el apéndice 4, figura 9 y 10, se muestran las
graficas de eficiencia para cada uno de los genes, las curvas de cuantificacién y las graficas de

melting correspondientes.

Las eficiencias obtenidas fueron cercanas a 1 y similares entre si, encontrdndose entre 0.96 y
1.05. La Unica excepcion es para el gen avrXacEl que tiene una eficiencia mas baja, de 0.82.
Como se mostrd anteriormente (figura 21), la eficiencia de los cebadores para el gen Irp,

utilizado como el gen de referencia, es de 0.96, similar a la del resto de los genes.

5.4.2 - Controles de gPCR

Para realizar los controles necesarios para el analisis de la expresién relativa de los genes de
patogenicidad de Xcc se utilizé6 ARN de bacterias exudadas el dia 7 post-inoculacién de plantas
tratadas con agua. La concentracidn de ARN obtenida fue de 30 ng/pl. Para el tratamiento con
DNasa I, se utilizé 37,2 ng total de ARN en un volumen final de 15ul (la cantidad de ARN utilizada
es la misma que se utiliza para el analisis de expresion de las muestras en ambos tratamientos
para los diferentes tiempos).

Los controles realizados incluyen: A) ARN tratado con DNasa | y con retrotranscripcion (ARN
c/DNasa | y ¢/RT), B) ARN tratado con DNasa | y sin retrotranscripcién (ARN c¢/DNasa | y s/RT), C)
ARN sin tratar con DNasa | y con retrotranscripcion (ARN s/DNasa | y ¢/RT) y, D) ARN sin tratar

con DNasa | y sin retrotranscripcidon (ARN s/DNasa | y s/RT) (figura 31, tabla 16).
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Figura 31. Curvas de amplificacion de los controles de qPCR.

Tabla 14. Cts obtenidos de los diferentes controles de gPCR.
Cédigo Muestra ‘ Ct ‘
. 1A ARNc/tratDNase y ¢/RT puro | 23,22

1B ARNc/tratDNase y s/RT puro | 27,44

. 1C ARNSs/tratDNase y c¢/RT puro|21,06

1D ARNs/tratDNase y s/RT puro|21,33

. blanco trabajo 28,98

blanco reactivos 28,66

A continuacidn se muestra la curva de melting para evaluar la especificidad de los productos

obtenidos. Las muestras presentan un pico en 89.2 y 89.3 (figura 32).

7‘5 80 Dzés Bb 9‘5
Figura 32. Curvas de melting de los controles de qPCR.

Los controles del qPCR fueron tratados de la misma manera que las muestras utilizadas para el

estudio de expresidn de genes de patogenicidad de Xcc in planta.
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El control A es el ARN tratado con DNasa | y seguido de una retrotranscripcion (RT). Constituye
la muestra de referencia ya que recibe el mismo tratamiento que las muestras sobre las cuales
evaluamos la expresién génica de Xcc.

Con el control B se evalua si el tratamiento con DNasel fue efectivo. Los resultados obtenidos
muestran que el tratamiento con la enzima elimina el ADN presente en la muestra, no
observandose amplificacion. La curva obtenida esta en la misma zona que el blanco.

Con el control C se evalian 2 factores: 1) si el tratamientos con DNasa | inhibe la reaccion de
PCR; 2) cuanto afecta a la amplificacidn la presencia de ADN gendmico. En el primer caso se
podria decir que la enzima, aparentemente no inhibe la reaccidn, ya que las curvas en donde
hay tratamiento (A) y en donde no hay (C) tienen la misma forma. Por otro lado, se constata que
la muestra que no es tratada con DNasa | tiene una gran cantidad de ADN gendmico,
aproximadamente un orden mas que la muestra tratada.

El control D no tiene tratamiento con DNasa |, y no tiene retrotranscripcién, por lo tanto, la
amplificacidon observada es debido a la presencia de ADN gendémico. El Ct de la muestra D es
muy similar a la muestra C (sin tratamiento y con RT). En funcion de estos resultados se podria
inferir que las muestras de ARN tienen un alto porcentaje de ADN gendmico, y que la sintesis de
cDNA no aporta mucho mdas molde para la reaccion de PCR.

Con el fin de verificar si hay inhibicidon en las muestras, se realizaron diluciones para ver si dicha
inhibicidn se levanta en algun punto. Las diluciones que se realizaron fueron: puro, 1/2, 1/4 y
1/8 (apéndice 4, figura 11). Los resultados obtenidos sugieren que no existe inhibicion de la
muestra pura, ya que no hay cambio en la forma de la curva, y en las sucesivas diluciones las

curvas obtenidas aparecen en ciclos posteriores.

5.4.3 - Andlisis de la expresion relativa de genes de patogenicidad de Xcc

Para los ensayos de expresion se inoculd una poblacién de 1.2 x 10® ufc/ml en hojas de pomelo,
y se recuperd en los tiempos 1, 3, 5y 7 dias. Se realizé una extraccién de ARN y se cuantificé la
cantidad obtenida por espectrofotometria utilizando el Nanodrop1000 Spectrophotometer

(Thermoscientific) (Apéndice 4, tabla 9).

Para el tratamiento con DNasa | se puso la mayor cantidad de ARN posible en la reaccién,
tomando como referencia la muestra que tiene menor concentracién de ARN. En este caso fue
37.2ng de ARN por reaccién, en un volumen final de 15 pl. La efectividad del tratamiento con

DNasa | fue evaluada por la amplificacién de una regién del gen ribosomal 16S en una reaccién
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de PCR en tiempo final (apéndice 4, figura 12). Se pudo observar que el tratamiento es efectivo,

no observandose amplificacion en ninguna de las muestras tratadas con la enzima.

En el andlisis de expresidn se evaluaron, para cada gen, todos los tiempos de muestreo. Se utilizé
como muestra calibradora el exudado de plantas tratadas con agua y como gen de referencia el

Irp. Para calcular la expresién relativa se aplicé el método del 2-245¢

Los resultados obtenidos se interpretaron segun los siguientes criterios:

2 28051 mayor expresidon de gen x en Xcc recuperadas de plantas tratadas con Nordox 3x
respecto al control.

2 8ACt«1 menor expresion del gen x en Xcc recuperadas de plantas tratadas con Nordox 3x,
respecto al control.

2 8¢t = 1 no hay cambios de expresidn entre ambos tratamientos.

En la figura 33 se muestran los resultados obtenidos de expresion relativa, utilizando el método
de 2"22Ct En el Apéndice 4, tabla 10, se muestran los valores de cuantificacién relativa para cada

una de las repeticiones bioldgicas.

71



Expresion nordox vs. agua

B hrpG

M virk

M avrXacEl

2-AACt

M avrBs2

W hrcR

m pglA

0 *

Figura 33. Expresion relativa de los diferentes genes de patogenicidad de Xcc en plantas de
pomelo tratadas con Nordox 3X respecto a la expresion de Xcc en plantas tradadas con agua. Se muestran
los valores de expresion relativa a los de 5 y 7 dias posteriores a la inoculacidn. Las barras de error
representan el error estandar de cada muestra. Los asteriscos indican los genes que mostraron diferencias
significativas de expresion entre los tratamientos (t-test, p < 0.05). No se pudo analizar el gen avrBs2 en
el dia 7 porque no se obtuvieron las repeticiones necesarias para el analisis estadistico.

En funcidn de los resultados obtenidos los tiempos 1d y 3d fueron eliminados del analisis, ya que
tienen una expresion muy baja, estando el Ct muy cercano al blanco. Cuando los Ct de las
muestras son similares o mayores al Ct del blanco, los resultados no son confiables. Por lo tanto

para este estudio se tomaron en cuenta solo los tiempos 5d y 7d.

Se observa una diferencia significativa de expresion en los genes hrpG y avrXacE1. El gen hrpG
disminuye su expresidn en bacterias recuperadas de plantas tratadas con Nordox 3X en los dias
5y 7. Por otro lado, el gen avrXacE1l aumenta su expresion en plantas con Nordox 3X, en el dia
5 post-inoculacién.

En forma general, se puede observar para los tiempos 5d y 7d una tendencia de que los genes
hrpG, virk y pglA tengan una menor expresidon en las plantas con Nordox 3X y que los genes
avrXacE1l, avrBs2 y hrcR tengan un ligero aumento de expresion en plantas tratadas con Nordox
3X. Cabe destacar, que la expresién del gen hrpG se ve claramente afectada en las plantas

tratadas con Nordox 3X.
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4.7 - Determinacion de los cambios en la expresion de genes de
patogenicidad en células de Xcc que entraron en estado VBNC, luego del
tratamiento con CuSO4°H20, en ensayos in vitro.

Se analizd la expresién de los genes de patogenicidad hrpG, virk, avrXacE1, avrBs2, hrcR y pglA
en una poblacién de Xcc tratada con 135uM de CuSQ4, en un ensayo in vitro. Como se menciond
anteriormente, trabajos previos demostraron que el tratamiento con CuSO4 durante 10 minutos
induce el estado VBNC en Xcc y que dichas células inoculadas en planta de pomelo producen
sintomas (del Campo et al., 2009). Seria interesante analizar el efecto de este estado sobre la
expresion de dichos genes, con el fin de profundizar un poco mas sobre los genes que pueden
estar participando en el estado de viable pero no cultivable.

De los resutados de crecimiento en medio NB e inoculacion en plantas de pomelo se confirma
la ausencia de bacterias cultivables y la induccidon de sintomas, respectivamente (datos no
mostrados). Estos resultados fueron previamente confirmados en el trabajo de del Campo et al.,
2009. En la tabla 15 y figura 34 se muestran los resultados de cuantificacién relativa por gPCR,
aplicando la metodologia 222t Dichos resultados provienen de 3 réplicas bioldgicas.

En el apéndice 5, se muestra el andlisis de tratamiento con DNasa | y las graficas de cuantificacion

de qPCR y melting obtenidas (figura 13, 14 y 15; tabla 11y 12).

Tabla 15. Resultados de 2-AACt para las 3 réplicas bioldgicas.

repl

rep2

rep3

promedio

desvio

2-AACt

0,52485834

0,43226862

1,14076372

0,69929689

0,22234578

0,12586944

0,61132014

2,4794154

1,07220166

0,71742676

0,20732989

ND

0,01260378

0,10996683

0,09736305

0,21168633

0,25702846

0,55864357

0,34245278

0,10888498

0,12674493

0,50347778

0,85856544

0,49626272

0,21128918

0,27357343

0,06425711

0,52485834

0,28756296

0,13314798
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Figura 34. Grafica de expresion relativa de genes de patogenicidad en Xcc tratadas con CuSOa.

Los resultados obtenidos muestran una tendencia de los genes analizados a disminuir su

expresion en las bacterias tratadas con CuSO4, pero solo se obtuvieron diferencias significativas

en los genes avrXacEl, avrBs2 y pglA.
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6 - DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue ampliar el conocimiento sobre los mecanismos de accién de
compuestos a base de cobre, utilizando como modelo el agroquimico de éxido cuproso, Nordox
3X. Si bien estos compuestos tienen un efecto bactericida sobre la superficie de la hoja (Leite et
al., 1987; Graham et al., 2004, Canteros, 2004; Schubert y Sun, 2003; Goto, 1992), resultados
obtenidos en nuestro laboratorio, y por otros investigadores (Stall et al., 2002) sugieren que,
ademas del efecto bactericida, podria tener otras formas de actuar, que en conjunto explicarian
el razonable control del cancro citrico logrado en el campo.

En base a estas observaciones se plantearon dos hipdtesis: 1) el cobre afectaria la multiplicacion
de la bacteria, lo cual provocaria la disminucién de la poblacién. Como consecuencia habria
menor cantidad de factores de virulencia o no se llegaria al umbral necesario para causar
enfermedad, 2) el cobre inhibiria, o afectaria, la expresion de determinados genes de

patogenicidad que son responsables de la induccién y desarrollo de sintomas.

Efecto del Cu** sobre la multiplicacion de Xcc en planta

Se realizaron curvas de crecimiento bacteriano dentro del tejido vegetal en dos condiciones de
tratamiento: plantas tratadas con Nordox 3X y plantas tratadas con agua. La cuantificacion de la
bacteria en cada tiempo se realizd por dos metodologias: crecimiento en medio sdélido y
cuantificacion absoluta por gPCR.

Para las plantas tratadas con Nordox 3X se pudo observar que la cuantificacién por gPCR arroja
entre 1y 2 érdenes mas de células bacterianas que la cuantificacién en placa (figura 25). Es un
resultado esperado, ya que cada metodologia detecta fracciones diferentes de células dentro
de una poblacién bacteriana: el crecimiento en medio sélido detecta aquellas bacterias que
tengan la capacidad de dividirse y formar colonias, y la cuantificacidn por qPCR ademads de las
células cultivables, detecta también células vivas-no cultivables (VBNC), células muertas y ADN

extracelular liberado de células degradadas.

En el caso de las plantas tratadas con agua es importante observar que existen dos fases en la
curva de crecimiento: una primera fase en la cual se observa diferencia de cuantificacion entre
crecimiento en medio sélido y qPCR; y una segunda fase donde no hay diferencias significativas
entre ambos métodos (figura 24). Probablemente, durante los primeros dias de crecimiento en

la planta las bacterias se deban adaptar a un entorno que tiene baja concentracién de nutrientes
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y presencia de compuestos téxicos. Junto con esto, la bacteria debe superar la defensa primaria
de la planta. Esto hace que, independientemente de la aplicacidon de algln agroquimico, una
parte de la poblacidn bacteriana muera, o entre en un estado VBNC, por lo cual la cantidad de
bacteria cuantificada por placa es menor. Una vez superado este periodo de adaptacién, la
bacteria entraria a la segunda fase donde superaria esta barrera primaria de defensas vegetales
y habria un alto porcentaje de bacteria viva-cultivable (Jones y Dangl, 2006).

Otra posible explicacidn de la mayor cantidad de bacterias detectadas por qPCR, es la presencia
de mds de un genoma por bacteria, principalmente en la fase de crecimiento exponencial, como
ha sido constatado por Adachi et al. (2008). En el trabajo de Button y Robertson (2001) se
observé que cierto grupo de bacterias bajo condiciones de desnutricién presentan mas de un
genoma, aunque este comportamiento depende de la especie bacteriana (Reichert-Schwillinsky
et al., 2009).

Segun los resultados obtenidos, se podria inferir que cuando la bacteria esta en condiciones de
crecimiento favorable, como es el caso de los tiempos mas tardios de las plantas tratadas con
agua, no hay diferencia significativa entre la cuantificacion por crecimiento en medio sélido y la
cuantificacidn por gPCR, ya que la mayoria de la bacteria presente es cultivable. Estos resultados
ya fueron observados en un trabajo realizado por Reichert-Schwillinsky et al. (2009) donde se
evalué el crecimiento de la bacteria Listeria monocytogenes frente a condiciones de crecimiento
Optimo y frente a estrés, utilizando gPCR y crecimiento en placa. Por otro lado, cuando la
bacteria estd en un ambiente estresante, como son los primeros tiempos en las plantas tratadas
con aguay todos los tiempos analizados en las plantas tratadas con cobre, se observa una menor
cantidad de bacteria cuando se utiliza el crecimiento en medio sélido. La presencia de menor
cantidad de bacteria puede deberse a la muerte o a la induccién del estado VBNC debido a la
interaccion inicial con el hospedero.

En el caso de las plantas tratadas con Nordox 3X se podria concluir que este agroquimico a base
de cobre (oxido cuproso) tiene un impacto sobre la bacteria dentro del tejido vegetal,

disminuyendo la culturabilidad de la misma (figura 19).

Induccion del estado VBNC

El siguiente aspecto que se evalud fue determinar si la disminucion de la culturabilidad se debe
a la muerte de la bacteria o a la entrada al estado VBNC.

El estado VBNC de las bacterias es un tema que ha generado controversias basadas
principalmente en dos puntos de vistas. Muchos autores consideran que es un estado que

precede a la muerte de la bacteria, mientras que otros consideran que podria tener un rol
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importante en el ciclo de vida de la bacteria, o como estrategia de defensa frente a diferentes
estreses ambientales (Oliver, 2010, Nystrom, 2005; Barcina y Arana, 2009). En el trabajo de
Sachidanandham y Yew-Hoong Gin (2009) se observd que cultivos estresados presentan
heterogeneidad celular (asincronia en el ciclo celular y subpoblaciones). Esta heterogeneidad
ayuda a la bacteria a explotar nuevos nichos ofreciendo distintas ventajas de supervivencia.
Existen antecedentes que, en bacterias que no forman esporas, la heterogeneidad fenotipica no
es un compromiso irreversible, permitiendo una rapida reversién al fenotipo original cuando las
condiciones apropiadas son restauradas (Thattai y van-Qudenaarden, 2004; Kussell y Leibler,
2005). Este podria ser el comportamiento de las VBNC, las cuales serian un reservorio de
patdgenos en el ambiente. Muchos estudios epidemioldgicos o de diagndstico de bacterias
patdgenas de plantas se basan en el recuento en placa, por lo cual, si la bacteria esta en estado
VBNC no seria detectada y se subestimaria la poblacién real y potencialmente peligrosa del

fitopatdgeno (Barcina, 2009).

Existen antecedentes de que el cobre induce la entrada al estado VBNC en distintas bacterias
(Alexander et al., 1999, Ghezzi y Steck, 1999; Grey y Steck, 2001). En E. amylovora la induccion
de este estado es una estrategia de supervivencia frente al metal y una vez eliminada la fuente
de estrés “resucita” y mantiene su virulencia (Ordax, et al., 2006). Este fendmeno ya ha sido
reportado en Xcc. Cuando una poblacién de Xcc es tratada con una concentracién de CuSO4, en
ensayos in vitro, entra en estado VBNC. Sin embargo, cuando estas células son inoculadas en
plantas de pomelo producen enfermedad, lo que demuestra que las bacterias en el estado VBNC
no pierden la virulencia (del Campo et al., 2009). En el trabajo de Golmohammadi et al. (2013)
se demostrd que el estado de VBNC en Xcc, inducido por falta de nutrientes o la exposicién a
bajas concentraciones de cobre, se mantiene mientras hay condiciones adversas, pero revierte

cuando se eliminan los factores de estrés.

Los resultados obtenidos muestran que la menor cantidad de bacterias recuperadas de plantas
tratadas con Nordox 3X se debe a un aumento de bacterias muertas y no a la induccién del
estado VBNC (figura 26). Dentro de la poblacion de células vivas cuantificadas por citometria, se
determind la proporcidn de VBNC presentes, tanto de la poblacién recuperada del grupo
control, como de la poblacién recuperada de plantas tratadas con Nordox 3X. Se observd que
en ambos grupos de plantas no hay diferencias significativas del porcentaje de VBNC (figura 27).
A partir de estos resultados se pueden inferir dos conclusiones: 1) dentro de la poblacién

bacteriana, independientemente al tratamiento, existiria un pequefio grupo de bacterias que se
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encuentran en ese estado VBNC, 2) el compuesto a base de cobre, Nordox 3X, no induciria el
estado VBNC dentro del tejido vegetal.

Cuando se analizd el porcentaje de VBNC a los 5 y 7 dias post-inoculacidn en plantas tratadas
con Nordox 3X, se observd que la proporcion de estas bacterias disminuye con el tiempo. Por
otro lado se observé un ligero aumento de bacterias muertas y cultivables. Esto sugiere que el
estado VBNC podria ser parte del ciclo de vida de la bacteria, y con el tiempo tenderian a morir,
o a volver al estado de cultivable (figura 28). Como se menciond anteriormente existen dos
puntos de vista con respecto a la existencia de las VBNC. En uno se consideran que las VBNC es
un estado previo a la muerte y en el otro que, dicho estado es una estrategia de sobrevivencia
(Oliver, 2010, Nystrém, 2005; Barcina y Arana, 2009). Los resultados obtenidos sugieren que
ambas teorias serian vélidas, siendo necesario el analisis de un mayor nimero de muestras para
lograr una significancia estadistica en los resultados.

Segun la teoria de Epstein (2009) en una poblacién bacteriana que crece en condiciones dptimas,
existiria un numero de células que naturalmente se encuentran en un estado “durmiente”,
estado inducido por eventos poco frecuentes y al azar, tales como cambios en la expresidn de
los principales genes regulatorios. Cuando se enfrentan a un estrés, mas células son inducidas a
pasar al estado inactivo. Si las condiciones adversas persisten, las células comienzan a morir.
Sin embargo, si el ambiente que las rodea se torna favorable, un grupo de células comienzan a
“despertar” al resto de la poblacién. Esta subpoblacién de células que se comporta de esta
manera, denominadas “células scouts”, muchas veces no es detectada por técnicas
microbioldgicas que evallan crecimiento, o son consideradas muertas. Ademas, la supervivencia
de este grupo de células al sistema inmune del hospedero y a los diferentes tratamientos,
explicaria la recurrencia, o falta de control de ciertas enfermedades.

En el caso particular del patosistema Xcc-citricos, se podria inferir que en dicha interaccidn existe
un numero de células bacterianas que se encuentran en estado VBNC. Probablemente, una
pequefia fraccidon de este grupo de VBNC ya exista de forma natural en la poblacién, como parte
del ciclo de la bacteria previo a la muerte, o como un grupo que tiene una funcién especifica de
“explorar” el ambiente que las rodea. En el caso de las plantas control, es probable que el
contacto de la bacteria con la misma provoque un aumento de la poblacién de VBNC, como
mecanismo de sobrevivencia frente a la respuesta de defensa del hospedero. Cuando la bacteria
estd en contacto con plantas tratadas con cobre, se observa un gran aumento de bacterias
muertas, pero no hay cambios significativos en la poblacidn de VBNC, sugiriendo que el cobre
no participa en lainduccién de este estado dentro de la planta. En funcién de la teoria de Epstein,

se podria pensar que en plantas tratadas con cobre la poblacién de VBNC tenderia a morir si el
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entorno no vuelve a ser favorable. Para confirmar esta hipdtesis seria necesario evaluar la

dinamica de las VBNC en tiempos posteriores a los 7 dias.

Cabe destacar que los trabajos citados sobre la induccion del estado VBNC fueron realizados en
ensayos in vitro, mientras que la presente tesis es el primero que estudia la presencia de

bacterias VBNC in planta, utilizando la citometria de flujo como técnica de andlisis.

Expresion de genes de patogenicidad en bacterias en contacto con plantas tratadas Nordox3X

Para el analisis de expresion se inoculd una poblacién de Xcc en dos grupos de plantas: plantas
tratadas con Nordox 3X y plantas tratadas con agua. Posteriormente, se exudd la poblacién
bacteriana del tejido vegetal y se evallo la expresion de genes de patogenicidad de Xcc en
ambos tratamientos. El analisis estadistico muestra diferencia significativa en los genes hrpG y
avrXacEl. El gen hrpG presenta una disminucion de expresidon en bacterias recuperadas de
plantas tratadas con Nordox 3X, en los dias 5 y 7, mientras que el gen avrXacE1 tiene mayor
expresion en la evaluacidn del quinto dia solamente. Para el resto de los genes no se observa
diferencias significativas de expresién, sin embargo se pueden ver tendencias en los genes virk
y pglA a disminuir su expresion, y los genes avrBs2 y hrcR, a aumentarla (figura 33).

Como se comentd anteriormente, la proteina HrpG regula el cluster hrp a través de la proteina
HrpX. El cluster hrp codifica genes que forman el sistema de secrecion tipo Ill (SST3), que es
responsable de la secrecién de factores de virulencia, denominados efectores tipo 1l (Dunger et
al., 2005; Guo et al., 2011). Ademas, se constatd en los trabajos de Yamazaki et al. (2008) y Guo
et al. (2011) que la proteina HrpG induce la expresion de los genes pglA y virk, cuyos productos
son sustratos del sistema de secrecidn tipo Il (5§5T2). Los resultados obtenidos en nuestra tesis
son concordantes con esto, ya que una disminucidn en la expresidn de hrpG, tenderia a disminuir

la expresion de los genes virk y pglA.

Por otro lado, las proteinas AvrXacE1l y AvrBs2 son efectores tipo lll, por lo cual se esperaria que
su expresion sea menor al disminuir la expresion del gen hrpG. Sin embargo, los resultados
obtenidos muestran lo contrario. El gen avrXacE1l mostré un aumento significativo de expresion
en el dia 5 y tendid a aumentar en el dia 7 en bacterias recuperadas de plantas tratadas con
Nordox 3X. Lo mismo ocurrié para el gen avrBs2. Esto sugiere que existen otros mecanismos que
regularian su expresion, independientes de hrpG. En el trabajo de Guo et al. (2012) se observd
que el gen avrXacE1 y otros genes del SST3 (hrcC, hrcl, hrpB1, hrpB2, hrpB4, hrpB5, hpal y hpaB)

son regulados de forma positiva por la proteina RpfG. Esta proteina forma parte del sistema de
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dos componentes RpfC/RpfG, sistema que participa en la transduccion y percepcion de la familia
de moléculas sefial DSF (diffusible signal factor). El sensor kinasa RpfC interactta con RpfF para
controlar la produccion de DSF y alcanzar el umbral de concentracion necesario en el ambiente
extracelular. Las sefiales DSF captadas por RpfC son transferidas al regulador RpfG por un
mecanismo de fosforilacion. El RpfG activado modula la concentracién fisiolégica del segundo
mensajero c-di-GMP. Altos niveles de c-di-GMP promueven la formacidn de biofilm, mientras
que bajos niveles promueven la motilidad y la transcripcion de factores de virulencia (Romling
et al., 2005; Li et al., 2011b). En estudios previos se observd que el reguldn rpfG es reprimido
por HrpG (Guo et al., 2011). Se podria concluir que cuando hrpG se esta expresando, promueve
la expresién del cluster de genes hrp y efectores tipo lll, e inhibe la expresion de rpfG. Cuando
su expresién es reprimida, por ejemplo debido al Cu++, aumenta la expresion del rpfG, el cual
comienza a regular de forma positiva la expresién del translocén SST3 y algunas de sus proteinas
efectoras, entre las que se encuentra AvrXacEl. Ademas, en el trabajo de Guo et al. (2011) se
observé que 58 genes, entre los que se encuentran genes de patogenicidad, son regulados por
la proteina HrpX de manera independiente a la proteina HrpG. En Xanthomonas campestris pv.
campestris se observé que la proteina Zur regula de forma positiva los genes del cluster hrp por
medio de la proteina HrpX. La proteina Zur es clave en la homeostasis del zinc y participa en la
virulencia de la bacteria (Huang, 2009). En Xcc podria existir una proteina homadloga a Zur que

regule HrpX de forma independiente a hrpG.

La proteina HrpG es un regulador principal del proceso de patogénesis. La bacteria a través de
los regulones HrpG y HrpX regula multiples procesos metabdlicos dentro del tejido vegetal, tales
como biosintesis de aminoacidos, fosforilacién oxidativa, via de las pentosa fosfato, transporte
de azlcares, hierro, potasio y compuestos fendlicos, que ayudan a la bacteria a superar el estrés
ambiental. La activacién de transportadores de azUcar permite la captacién de sacarosa, glucosa
y fructuosa como fuentes de carbono y energia, azlicares frecuentes en el apoplasto de la planta.
La activacidn de las vias de los compuestos fendlicos permite transformar compuestos téxicos
presentes en la planta en compuestos menos téxicos (Guo et al., 2011). En el trabajo de Guo et
al. (2011) se observé que los mutantes hrpG y hrpX de Xcc expresan diferentes genes en los
distintos puntos evaluados de la curva de crecimiento. El quorum-sensing (QS) podria estar
relacionado con los cambios temporales de expresidon génica, controlando el momento y los
niveles de expresion del regulén HrpG. La bacteria monitorea la densidad celular y los diferentes
estimulos provocados por el huésped, y sincroniza la expresion de los diferentes factores de
virulencia, como el SST3 y proteinas efectoras. El segundo mensajero c-di-GMP podria ser la

molécula que media la interaccidn entre el QS y la cascada regulatoria de HrpG. Esta compleja
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red le permitiria a las bacterias adaptarse a los diferentes estados de crecimiento o infeccién a
través de multiples cascadas de sefializacién, en el que participa el QS (Andrade, et al., 2006;
Barnard y Salmond, 2007; Guo, et al., 2012). Los compuestos a base de cobre, como el Nordox
3X, podrian interferir en el didlogo entre el QS y HrpG, provocando una interrupcion en la

cascada de sefializacidn necesaria para la patogénesis de la bacteria.

La expresion del gen hrcR no muestra diferencias significativas en ambos tratamientos, por lo
gue se consideraria que su expresion no se ve afectada en presencia de Cu** (figura 33). Este gen
pertenece al operdn hrpD del cluster hrp. Si bien las proteinas HrpG/HrpX regulan el cluster hrp,
probablemente la regulacién sea mucho mas fina y participen diferentes actores, pudiendo
tener cada operdn una regulacién “independiente”, lo que explicaria el comportamiento del gen

hrcR a pesar de que el gen hrpG esté inhibido por Cu**.
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Figura 35. Efecto del Cu** sobre la expresion de los genes pglA, virk, avrXacE1, hrcR y hrpG. Los genes,
flechas y simbolos en negro son los resultados obtenidos en la tesis, o las tendencias observadas. Los genes
que estdn en un trazo grueso (en negro) es un resultado estadisticamente significativo. Los genes, flechas
y simbolos en rojo son los obtenidos de referencias bibliogrdficas citadas en la discusion. Las flechas rojas
(_._._)corresponden a posibles regulaciones sugeridas en la bibliografia citada.
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La presencia de mas de una via de regulacidn, para los mismos efectores de patogenicidad,
podria estar aumentando la probabilidad de sobrevivencia de la bacteria en el tejido vegetal

frente a condiciones ambientales adversas (figura 35).

Se podria decir que el cobre comercial actuaria como un inhibidor de la expresién del regulador
HrpG, y disminuiria la expresién de algunos genes necesarios para la patogenicidad y virulencia
de Xcc. Esto provocaria el retraso y/o disminucidn de sintomas en plantas que fueron tratadas
con el agroquimico. De todas maneras, dentro del tejido vegetal existen determinados
elementos o componentes que inducen la expresién de los genes de patogenicidad y virulencia,
los cuales superarian el efecto del Cu*™, explicando la induccién de algunas proteinas efectoras

evaluadas.

Expresion de genes de patogenicidad en bacterias en contacto con CuSO, in vitro

En este Ultimo objetivo se analizd la expresidn de los genes hrpG, virk, avrXacE1, avrBs2, hrcRy
pglA en bacterias a las cuales se les indujo el estado de VBNC, por tratamiento con sulfato de
cobre, en condiciones in vitro (del Campo et al., 2009). Como ya se discutid anteriormente,
existen antecedentes de que bacterias en estado VBNC siguen expresando ciertos genes, entre
los que se encuentran genes asociados con el SST3 y otros genes de virulencia, y ademas, pueden
recuperar su virulencia cuando se encuentran en condiciones ambientales 6ptimas (Oliver,

2010, Ordax et al, 2006, del Campo et al., 2009).

Los resultados obtenidos muestran que los genes avrXacEl, avrBs2 y pglA tienen una
disminucién significativa de su expresion en el medio con sulfato de cobre, mientras que los
genes virk y hrcR no serian afectados de manera significativa por el metal. Para el caso del gen

hrpG la gran variabilidad obtenida entre réplicas invalida su analisis (figura 34).

Si comparamos los resultados de expresion obtenidos en el ensayo en plantas tratadas con
Nordox 3X y el ensayo in vitro con sulfato de cobre, se observan resultados opuestos para
algunos genes. Por ejemplo, el gen avrXacEl muestra un aumento de expresién en planta,
mientras que en el medio con sulfato de cobre se ve disminuida su expresién. El aumento de
expresion de algunos genes de patogenicidad en planta, como es el caso del gen avrXacEl,
podria ser explicado por la regulacién independiente del HrpG (como se discutié anteriormente),

y/o por la presencia del factores de la planta que inducen su expresién mas alla que haya cobre
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libre en la hoja. Al no existir estos factores de la planta en el ensayo in vitro, dichos genes no
serian expresados, ya sea por inhibicidon o por falta de induccidn directa, o por inhibicién de
algun regulador que estd por encima de la cascada de sefializacidén responsable de la expresién
de dichos genes (figura 35).

Sin embargo, se deben tener en cuenta dos aspectos a la hora de interpretar los resultados
obtenidos. Por un lado la solucién de cobre, sin fuentes carbonadas o energéticas, en la cual se
encuentran las bacterias en el ensayo de induccién de VBNC, podria no estar permitiendo la
expresion de estos genes, los cuales normalmente requieren de medios especiales, que simulan
el ambiente vegetal, para su expresion (Astua-Monge et al., 2005; Soares et al., 2010, Jalan et
al., 2013). Por otro lado, en el ensayo in vitro estamos evaluando la expresién génica en bacterias
gue se encuentran mayoritariamente en estado VBNC (del Campo et al., 2009), mientras que en
el ensayo in planta |la proporcion de bacterias VBNC estan entre el 20-25%. En ambos sistemas
de estudio se estan anlizando poblaciones que se encuentran en condiciones fisioldgicas

diferentes.

Seria interesante analizar en el futuro otros genes que participan, directa o indirectamente, en
el estado VBNC. Por ejemplo, los exopolisacaridos (EPSs) bacterianos han sido relacionados con
la proteccidn contra metales. El mecanismo mas comun por el cual los EPS protegen a la bacteria
es la unién de cationes a los grupos cargados negativamente. En E. amylovora se observd que
los EPS contribuyen a un mayor tiempo de sobrevivencia de la bacteria frente a cobre, y que en
mutantes EPS decrece la culturabilidad y se induce el estado VBNC mas rapidamente que en las
bacterias wild type (Ordax et al., 2010). Ademas, el ARNm del gen gumD (sintesis de EPS) es
suficientemente inestable en células de Xcc que estan bajo condiciones de estrés, siendo un
buen indicador de viabilidad (Scuderi et al., 2010, Golmohammadi et al., 2012). Otro gen que se
expresa diferencialmente en bacterias en estado VBNC es katE, que codifica para una catalasa
involucrada en la proteccién de la célula contra el perdxido de hidrégeno. El peréxido de
hidrogeno, H,0,, tiene un rol en la induccidn del estado VBNC, como ha sido demostrado en V.
vulnificus (Oliver, 2010). También se observé que el tratamiento de V. vulnificus con bajas
temperaturas, inductor del estado VBNC, inhibe la actividad catalasa volviendo a la célula
altamente sensible (y no cultivable) al perdxido presente en el medio. Cuando la bacteria
resucita vuelve a expresar la enzima (Abe et al., 2007). Ademas, de genes implicados en la
patogencidad, y sobrevivencia de la bacteria, también hay otros genes involucrados en la
adhesidn, persistencia bacteriana, y un grupo de proteinas extracelulares que participan en la
resucitacion de las bacterias, denominadas Rpfs (resuscitation-promoting factors) que estarian

expresandose en bacterias que estan en estado VBNC (Oliver, 2010). El analisis de expresidn de
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estos genes permitiria profundizar en los mecanismos implicados en el estado VBNC e identificar
indicadores especificos asociados al mismo.

Con respecto a nuestro sistema en estudio, se puede concluir que el andlisis del efecto de Cu**
sobre una poblacion bacteriana dentro de la planta es muy complejo. La accion del cobre sobre
la bacteria depende de muchos factores, entre los que se encuentran los niveles de indculo, el
tiempo y métodos de aplicacion del producto, especie de planta o cultivar, condiciones de agua
y estado fisioldgico del hospedero. Todo esto puede decrecer la disponibilidad de los iones
metalicos (solubles) en las plantas tratadas.

Otra limitante en el estudio del sistema planta-patégeno es el bajo nimero de plantas que estan
en las condiciones de crecimiento adecuado para los ensayos de inoculacién de bacterias.
Ademads, cabe destacar la dificultad inherente al analisis de expresién de bacterias que se
encuentran dentro del tejido vegetal debido a la gran cantidad de ARN vegetal que interfiere
con la cuantificacidn de los ARN bacterianos.

La metodologia utilizada en la tesis permitio eliminar el ARN de planta y trabajar solo con el ARN
de bacteria. Si bien la cantidad de bacteria obtenida no fue muy abundante (debido a los cortos
tiempos de exudacidn y centrifugacion para evitar cambios de expresion) nos permitié obtener

resultados significativos a partir del dia 5 post-inoculacion.

Por ultimo, cabe resaltar que a pesar de su mayor complejidad, los ensayos in planta contribuyen

a la comprension de la verdadera significancia biolégica de los complejos procesos que se

establecen durante una interaccion planta-patégeno.
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7- CONCLUSIONES

El presente trabajo constituye uno de los primeros estudios sobre el efecto de los agroquimicos
a base de cobre sobre el control del cancro citrico in planta, utilizando como modelo el
compuesto Nordox 3X. De los resultados obtenidos se desprenden algunas conclusiones del

mecanismo de accidn sobre la multiplicacién y expresién de genes de patogenicidad en Xcc.

- El compuesto de éxido cuproso, Nordox 3X, favorece la muerte de las bacterias dentro
de los tejidos.

- Se constato la presencia de células de Xcc en estado VBNC tanto en plantas tratadas con
Nordox 3X, como plantas sin tratar. Esto sugiere que el Cu** no participa en la induccién
del estado VBNC dentro de la planta.

- De los analisis de expresion in planta se concluye que el compuesto Nordox 3X afecta la
expresion de algunos genes de patogenicidad, entre los que estd el gen hrpG. La
proteina HrpG es uno de los reguladores principales de la cascada de sefializacién
responsable de la induccidn de la enfermedad en la interaccidon de Xcc con la planta de

citricos, como también en otros patosistemas.
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8 — PERSPECTIVAS

La metodologia utilizada permitié detectar bacterias en estado VBNC dentro del tejido vegetal.
De todas maneras seria interesante poder evaluar dicho estado tomando como marcador de
viabilidad otras caracteristicas del metabolismo, como puede ser la respiracién o el andlisis de

mensajeros, con el fin de confirmar los resultados obtenidos.

Con respecto a los analisis de expresidn, existe un gran nimero de genes que participan en la
sobrevivencia y virulencia de Xcc, como por ejemplo, los genes relacionados con la formacién
de biofilm y produccion de exopolisacaridos (EPS). El estudio de los cambios de expresion de
dichos genes ampliaria el conocimiento sobre los mecanismos bacterianos que se ven afectados

por este tipo de agroquimicos dentro de la planta.

Por ultimo, en el presente trabajo se estudia el efecto de Nordox 3X sobre la bacteria. Sin
embargo, observaciones de campo y resultados de laboratorio (no publicados) han sugerido que
el cobre puede tener un efecto sobre la induccidn de la expresién de ciertos genes relacionados
con la defensa de la planta. El analisis del transcriptoma de plantas tratadas con estos
compuestos ampliaria la informacidn sobre diferentes genes y vias de regulacidn que se activan

o inhiben en la interaccién planta-patégeno.
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10 - APENDICES

APENDICE 1

Analisis por PCR en tiempo real (QPCR)

Clonacioén, transformacion y confirmacién

Los clones seleccionados, que poseen el plasmido de interés, dieron bandas del tamafo
esperado cuando se amplificaron con los cebadores especificos. Los mismos fueron confirmados

por secuenciacion (realzadas por el servicio de secuenciacién de Macrogen).

Extraccion de ADN plasmidico y cuantificacion

Los plasmidos que llevan el fragmento de los genes relacionados con la patogenicidad fueron
cuantificados por espectrofotometria utilizando el Nanodrop1000 Spectrophotometer
(Thermoscientific). Las cantidades de plasmidos obtenidas luego de la extraccién se detallan en

la tabla 1.

Tabla 1. Concentracién plasmidos utilizados para el calculo de la eficiencia.
Plasmido-gen | ng/ul  260/280 | 260/230

pGEM-Bs2 487.6 | 1.97 2.32
pPGEM- hrcR 406.2 | 1.96 2.42
pGEM-virk 430.5 | 1.96 2.34
pGEM-avrXacEl | 348.7 | 1.96 2.33
pPGEM-hrpG 297.6 | 2.04 2.43
pGEM-pglA 349.6 | 2.02 2.42

El plasmido que contiene el fragmento del gen Irp, denominado pGEM-Irp, fue cuantificado por
nanodrop y por gel de agarosa 1%. Se cuantificé de dos formas para tener un dato mas exacto,
ya gque a partir de este plasmido se construyé la curva estandar para la cuantificacién absoluta
que se realizard en los ensayos de curvas de crecimiento.

El resultado de cuantificacion por nanodrop fue 68,9 ng/ul y el resultado del gel fue 50 ng/ul,
aproximadamente. Se promedid ambas cuantificaciones, estimdndose una concentracion del
plasmido pGEM-Irp de = 60ng/ul. El nanodrop puede estimar un poco mas de cantidad de
pldasmido ya que cuantifica todas las formas presentes, que en el gel no se ven o son mucho mas

tenues (figura 1).
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Figura 1. A) Cuantificacion del plasmido en gel de
agarosa 2%. Carril 1: 1 ul del pldsmido Irp extraido
con el kit GenCatch Plus Plasmid DNA Miniprep
(PochLifeScience), carril 2: 2.5 ul marcador de PM
lambda/pst (0.5pg/lane). B) Esquema del
marcador lambda/pstl.

94



APENDICE 2.

Analisis de la multiplicacion de Xcc en plantas tratadas con Nordox 3X y
en plantas tratadas con agua.

Cuantificacion de Xcc por crecimiento en medio sélido

Tabla 2. Cuantificacion de Xcc in planta por crecimiento en medio sélido. Resultados
expresados como log ufc/cm? de hoja para plantas de pomelo tratadas con agua o Nordox3X

para diferentes tiempos luego de la inoculacién con Xcc (3 repeticiones bioldgicas).

Tratamiento con agua (log ufc/cm?)

‘ repeticion 1 repeticion 2 repeticion 3 promedio desvio
0,4 1,2 1,6 1,1 0,32
1,3 1,9 2,3 1,8 0,29
1,9 2,7 2,0 2,2 0,24
3,4 3,6 3,6 3,5 0,08
4,4 5,3 4,3 4,7 0,31
6,3 6,3 6,3 6,3 0,01
Tratamiento con Nordox3x (log ufc/cm?)
repeticion 1 repeticion 2 repeticion 3 promedio desvio
ND 0,5 0,9 0,7 0,20
0,6 0,5 0,6 0,6 0,04
0,3 1,0/ ND 0,7 0,32
ND ND 1,3 1,3 0,00
3,2|ND 3,3 3,2 0,05
4,9 4,1 51 4,7 0,30

ND: para las plantas tratadas con Nordox 3X, en algunos de los tiempos no se obtuvieron las 3 repeticiones
debido a que no se sembrd la dilucién correcta y no se pudo cuantificar la cantidad de bacteria recuperada, o la
presencia de colonias contaminates que impedia el conteo.

Cuantificacion de Xcc por gPCR

Tabla 3. Cts de obtenidos de las diluciones del pGEM-Irp para la construccion de la curva

estandar.

| ct
11,45

Color muestra

tipo

plasmido Irp -2 | Standard

plasmido Irp -3 | Standard | 14,80

plasmido Irp -4 | Standard | 18,53

plasmido Irp -5 | Standard | 21,09

plasmido Irp -6 | Standard | 25,29

Standard

plasmido Irp -7 28,60
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Color muestra tipo Ct
. blanco NTC 30,38

Figura 2. Curva estandar y muestras de la repeticion bioldgica 1 y 2 de los analisis de
cuantificacion por gPCR.

Concentration

Figura 3. Curvas de amplificacién de las muestras de la repeticién 1y 2, junto con la curva
estandar.

Fluorescence

o Threshold
3 107
=
E
o (
=z 1%
Muestras
107 inhibidas
107° - e ‘ — : :
5 10 15 20 25 30 35

Tabla 4. Datos de los Ct y concentracion obtenidos por qPCR para la repeticion bioldgica 1y 2.

ColourH Name ‘Type ‘Ct ‘GivenConc (copies/ul)‘ CalcConc (copies/ul)| % Var

. plasmido Irp -2 | Standard | 11,45|348000000 337080049,477812 |3,1%
plasmido Irp -3 | Standard | 14,80| 34800000 35391219,1029305 |1,7%

. plasmido Irp -4 | Standard |18,53|3480000 2883310,32635879 |(17,1%

. plasmido Irp -5 | Standard 21,09 |348000 515860,927680339 (48,2%
plasmido Irp -6 | Standard |25,29|34800 30528,2487158412 (12,3%

. plasmido Irp -7 | Standard |28,60|3480 3278,84569136221 |5,8%
repl agua 0d |Unknown|32,11 308,40171717847

. repl agua 1d |Unknown |28,20 4309,78156667418

. repl agua 3d |Unknown|29,68 1582,70330722924
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CoIourH Name ‘Type ‘Ct ‘GivenConc (copies/ul) ‘ CalcConc (copies/ul) \ % Var

. repl agua 5d |Unknown|27,62 6365,57103335454
. repl agua 7d |Unknown|23,61 94067,2122176951
repl agua 9d |Unknown|19,64 1364113,81417757
repl agua 9d-1|Unknown|20,81 619537,961674008
repl agua 9d-2|Unknown|23,97 74237,991594837
repl ndx Od Unknown |27,93 5170,53671654097
. repl ndx 1d Unknown | 28,37 3824,67299170269
repl ndx 3d Unknown | 30,16 1149,46851931398
repl ndx 5d Unknown | 27,78 5685,6714790891
. repl ndx 7d Unknown |23,08 134827,761847615
. repl ndx 9d Unknown |19,28 1738763,63946878
. repl ndx 9d-1 |Unknown|19,34 1666832,98030476
. repl ndx 9d-2 |Unknown|22,59 187861,385260879
. rep2 agua 0d |Unknown |28,87 2737,3037489865
. rep2 agua 1d |Unknown |28,02 4864,90552250556
. rep2 agua 3d |Unknown|29,48 1810,74297537452
. rep2 agua 5d |Unknown|28,03 4820,09885402435
rep2 agua 7d  |Unknown|21,85 307737,87519841
rep2 agua 9d |Unknown|19,52 1481023,24650029
rep2 agua 9d-1|Unknown|21,78 322703,754902889
. rep2 agua 9d-2|Unknown|25,18 32799,2530513514
. rep2 ndx 0d Unknown |27,13 8832,34208818865
. rep2 ndx 1d  |Unknown | 26,82 10856,6351457753
rep2 ndx 3d Unknown | 27,26 8071,47133028837
. rep2 ndx 5d Unknown | 28,65 3171,86839024792
. rep2 ndx 7d Unknown | 30,08 1215,93722636589
rep2 ndx 9d Unknown |22,76 167298,85637882
. rep2 ndx 9d-1 |Unknown|26,28 15648,1333359933
. rep2 ndx 9d-2 |Unknown|29,15 2267,71734309511
. blanco NTC 30,38 990,254247601594




Figura 4. Curva estandar y muestras de la repeticion bioldgica 3 de los analisis de cuantificacion

por qPCR.

Concentration

Figura 5. Curvas de amplificacidn de las muestras de la repeticién 3 junto con la curva

estandar.

Fluorescence

MNorm. Fluoro.

Tabla 5. Datos de los Ct y concentracion obtenidos por qPCR para repeticidn bioldgica 3.

Colour\Name Type Ct GivenConc (copies/ul) CalcConc (copies/ul) % Var |

. plasmido Irp -2 Standard | 13,31 | 348000000 256171079,775361 |26,4%
plasmido Irp -3 Standard | 15,75|34800000 53464456,3826185 |53,6%
. plasmido Irp -4 Standard | 19,99 3480000 3552706,28171466 |2,1%
. plasmido Irp -5 Standard | 23,78|348000 313586,942134281 |9,9%
plasmido Irp -6 Standard | 27,28 | 34800 33449,0425841756 |3,9%
. rep3 agua 0d Unknown |30,64 3877,12653383495
rep3 agua 1d Unknown|29,76 6818,30509637847
. rep3 agua 3d Unknown|29,71 7014,72239695656
. rep3 agua 5d Unknown|27,50 28939,2457187812
. rep3 agua 7d Unknown|21,88 1055106,61732068
. rep3 agua 9d Unknown|20,31 2886676,1198789
rep3 agua 9d -1 Unknown|21,86 1072064,04386394
rep3 agua 9d -2 Unknown |24,95 148394,172212202
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Colour‘ Name Type Ct GivenConc (copies/pl) CalcConc (copies/ul) % Var\

rep3 ndx 0d Unknown |31,36 2453,54818955752
rep3 ndx 1d Unknown |30,07 5573,29241702515
. rep3 ndx 3d Unknown |28,64 13965,5262064918
rep3 ndx 5d Unknown|27,21 34791,9093695797
rep3 ndx 7d Unknown |24,84 159233,926401771
. rep3 ndx 9d Unknown|22,04 957575,472489844
. rep3 ndx 9d -1 Unknown|21,93 1022841,22728666
. rep3 ndx 9d -2 Unknown |24,88 155341,818099665
. blanco manipulacion|NTC 33,16 772,155296236665
. blanco reactivos NTC 31,53 2198,08861713206

Figura 6. Picos de melting obtenidos para las diferentes muestras de la curva de crecimiento

Repeticion bioldgicaly 2 Repeticion bioldgica 3

1,01
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Tabla 6. Cuantificacion de Xcc por qPCR. Resultados expresados como log n2 de copia del gen
Irp/cm? de hoja para plantas de pomelo tratadas con agua o Nordox 3X a diferentes tiempos

luego de la inoculacién con Xcc (3 repeticiones bioldgicas).

Tratamiento con agua (log n2copia/cm?)

repeticion 1 | repeticion 2 |repeticion3 |promedio |desvio
2,0 3,2 3,3 2,8 0,40
3,4 3,4 3,6 3,4 0,08
3,0 3,0 3,6 3,2 0,19
3,5 3,4 4,0 3,6 0,19
4,7 5,2 5,6 5,2 0,28
6,6 6,2 6,9 6,6 0,18
Tratamiento con Nordox3x (log n2copia/cm?)
repeticion 1 |repeticion 2 |repeticion3 |promedio |desvio
3,4 3,6 3,0 3,3 0,17
3,4 3,6 3,5 3,5 0,08
2,9 3,7 3,8 3,5 0,31
3,5 3,3 4,2 3,7 0,27
4,8 2,9 4,9 4,2 0,67
5,0 6,9 6,3 0,66
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APENDICE 3

Analisis la induccion del estado VBNC de Xcc en plantas de citricos
tratadas con Nordox 3X y en plantas tratadas con agua.

Tabla 7. Proporcién de bacterias cultivables, VBNC y muertas en la muestra de agua y Nordox

3X alos 5 dias.

% de bacterias

5 dias agua repl

cultivables 78 59 68,5 9,5
VBNC ND" 16 23 19,5 3,5
muertas 5 6 18 9,7 4,9

% de bacterias

5 dias Nordox repl rep2 promedio DS/raiz n2rep
cultivables 0 1 0 0,3 0,3
VBNC 21 37 20 26 5,5
muertas 79 62 80 73,7 5,8

*ND: no determinada la proporcién de VBNC debido que se cuantific6 mas bacterias cultivables por
crecimiento en placa que totales por citometria. Las bacterias totales corresponden a vivas + muertes.
Dentro de las vivas se encuentran las cultivables y las VBNC.

Tabla 8. Proporcion de cultivables, VBNC y muertas en muestras de Nordox a los 5y 7 dias.

% de bacterias

5 dias Nordox repl ‘ rep2 ‘ rep3 promedio DS/raiz n2 rep
cultivables 0 1 0 0,3 0,3
VBNC 21 37 20 26 5,5
muertas 79 62 80 73,7 5,8

% de bacterias

7 dias Nordox repl ‘ rep2 ‘ rep3 promedio DS/raiz n2 rep
cultivables 0 0 2 0,7 0,7
VBNC 17 0 14 10,3 5,2
muertas 83 73 84 80,0 3,5
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Figura 7. Graficos generados por el citometro de flujo.

Bacterias extraida de planta tratadas con agua

XAC 07/01/14.002

< XAC 07/01/14.002 <
o 3
" .
mo- mo—_-
—
z 2 @ 23
]
R4 ;
"o 4 "o 4
o ] o
° 2 et
10° 10° 10" 10° 10 10

FL3

Bacteria extraida de plantas tratadas con Nordox 3X.
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FL1 mide la fluorescencia GFP. R4 FL3 detecta el ioduro de propidio (IP). Las
corresponde a la fluoresecencia emitida bacterias que estan en el cuadrante superior
por Xcc-GFP. R5 corresponde a la derecho corresponden a bacterias muertas,
fluorescencia emitida por las microesferas. | detectadas por la entrada e IP al interior de la
célula.

Las tres repeticiones bioldgicas, tanto para el dia 5y 7, dieron iguales. Claramente se observa
una diferencia en la distribucidn de las bacterias en muestras con agua y muestras con Nordox.
3X.
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Controles de citometria.

Los controles se realizaron a partir de hojas que no fueron inoculadas con la bacteria. Los mismos
fueron procesados iguales que las muestras.

Figura 8. Controles con agua del ensayo de citometria de flujo.

Dia 5. Control muestra agua

< XAC 07/01/14.001 < . XAC 07/01/14.001
s [ ]
[+2)
“o | 24
o ] ﬁNO
& 23 T =3
] ]
1| R4 ]
S s '70_
1] -
SR > 2 . = 0 MR P PR A PR P
10 s 162 108 pho | 10 10 ;ES 10 10
ssc
Dia 7. Control muestra agua
< XAC 09/01/14.001 < XAC 09/01/14.001
mO_. mO-_
-~
T 23 T 23
Lo '—9_
oo. ) - - Nt T
Ty0 10° 10 10° 10° 10
FL3

Los controles se realizaron para la muestra con agua. Se puede observar que la fluorescencia
detectada no es significativa comparada con las muestras de hojas con Xcc inoculada.
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APENDICE 4

Expresion diferencial de genes de Xcc relacionados con la patogenicidad
de la bacteria en plantas tratadas con Nordox 3X y plantas tratadas con

agua.

Figura 9.

qPCR.

Eficiencias de los cebadores disefiados para los genes de patogenicidad, obtenidas por
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Figura 10. Curvas de amplificacion y picos de melting de los genes de patogenicidad.
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Figura 11. Diluciones de los controles de qPCR para evaluar presencia de inhibicién
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Tabla 9. Concentracion de ARN obtenido de Xcc recuperadas de plantas tratadas con Nordox 3X

y plantas tratadas con agua (grupo control). Se realizaron 3 repeticiones bioldgicas.

Muestra ng/ul
Rep 1 Ndx 1d | 3.6
Rep2Ndx1d | 3.1
Rep3Ndx1d | 4.5
Rep 1aguald | 3.5
Rep 2 aguald | 3.3
Rep 3aguald | 3.5
Rep 1 Ndx3d | 3.3
Rep 2 Ndx3d | 3.4
Rep3Ndx3d | 3.6
Rep 1agua3d | 4.0
Rep 2 agua3d | 4.5
Rep 3agua3d | 3.2
Rep 1 Ndx5d | 5.1
Rep 2 Ndx5d | 6.4
Rep 3 Ndx5d | 5.8
Rep 1agua5d | 5.8
Rep 2agua5d | 7.3
Rep 3aguasd | 8.4
Rep1Ndx7d | 8.9
Rep2Ndx7d | 7.5
Rep3Ndx7d | 19.4
Rep 1agua7d | 30.1
Rep 2 agua7d | 16.2
Rep3agua7d | 19.3

Figura 12. Evaluacién de la efectividad del tratamiento con DNasa | en muestras de ARN, en gel

de agarosa 2%. Las muestras fueron corridas con ADN gendmico como control positivo y un

marcador de peso molecular de 100pb ladder (Dongsheng biotech).
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Tabla 10. Resultados de expresién relativa de los genes de patogenicidad en bacterias

recuperadas de plantas con Nordox 3x.

GENES AN
. repl rep2 rep3 promedio desvio

5 dias 0,55864357|0,21315872 | 0,12074204 | 0,29751478 | 0,13326214
7 dias 0,25525303 |0,62416527|0,25173889 | 0,3770524| 0,1235606
5 dias 0,67830216| 0,7120251|0,47963206|0,62331977 | 0,07250041
7 dias 0,42631745| 1,4439292|0,80106988 | 0,89043884 | 0,29713831
5 dias 2,07052985 | 1,00695555 | 1,60213976 | 1,55987505 | 0,30775385
7 dias 1,36604026 | 1,4640857 | 1,07922824 | 1,30311806 | 0,11546748
5 dias 1,18099266 | 1,8276629 | 0,93303299 | 1,31389618 | 0,26666969
7 dias 1,2397077|501,463192| 0,9794203| 1,109564 |0,10626189
5 dias 2,07052985|1,10190512 | 1,14076372 | 1,43773289 | 0,31659727
7 dias 0,952638| 2,8679105|1,07177346|1,63077399 | 0,61952357

pglA
5 dias 0,66896378 | 0,59049633 | 0,42337266 | 0,56094425 | 0,07241948
7 dias 0,57038186 | 0,97265495 | 0,97265495 | 0,83856392 | 0,13409103
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APENDICE 5

Determinacion de los cambios en la expresion de genes de patogenicidad
en células de Xcc que entraron en estado VBNC, luego del tratamiento con
CuS04.H20, en ensayos in vitro.

Figura 13. Evaluacidn del tratamiento con DNasa | de las muestras de ARN obtenidas de la
poblaciéon de Xcc tratadas con CuSQ, y tratadas con agua.

El gel de agarosa que se muestra corresponde a una repeticion biolégica. Para las tres
repeticiones bioldgicas realizadas, el tratamiento con DNasa | fue efectivo, obteniéndose el
mismo resultado que la figura 13.

Figura 14. Curvas de amplificacion de la muestra con CuSO;y agua para todos los genes
evaluados. Solamente se muestra los resultados de la repeticién bioldgica 1.

Norm. Fluoro.
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Tabla 11. Cts obtenidos en el andlisis de expresidn génica para la repeticidn bioldgica 1.

Colour| Name Type ‘ Ct

Repl agua Irp Unknown | 24,65
Repl cobre Irp  |Unknown 22,44
. blanco Irp NTC 31,01
. Repl agua virk |Unknown 27,19
Rep1l cobre virk |Unknown |25,87

. blanco virk NTC
. Rep1 agua hrpG |Unknown|21,50
Rep1l cobre hrpG | Unknown 22,30
. blanco hrpG NTC 26,62
. Replagua E1 |Unknown|28,74
. Repl cobre E1  |Unknown|28,72
. blanco E1 NTC 28,34
Repl agua Bs2 |Unknown |25,94
Rep1l cobre Bs2 |Unknown |26,01
blanco Bs2 NTC 27,51
Rep1l agua hrcR |Unknown | 25,87
Rep1l cobre hrcR |Unknown 26,59
blanco hrcR NTC 28,36
Repl agua pglA |Unknown |26,00
. Rep1 cobre pglA |Unknown |25,56
. blanco pglA NTC 29,67
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Figura 15. Curvas de melting de las muestras tratadas con CuSO4y agua, para todos los genes
evaluados.

Tabla 12. Picos caracteristicos para cada gen.

No. Colour Name

‘ Genotype Peak 1‘ Peak 2 Peak 3‘ Peak 4‘ Peak 5

1 . rep3 agua Irp 87,5 92,7

2 rep3 cobre Irp 78,5 [875

3 . blanco Irp 77,3 83,2 (89,2

4 . rep3 agua virk 81,0 (88,2

5 rep3 cobre virk 75,0 |[78,2 [83,0 (88,3 92,7
6 . blanco virk 850 (885 (93,0

7 . rep3 agua hrpG 79,7 |87,3 (92,0 |935
8 rep3 cobre hrpG 83,5 (87,3

9 . blanco hrpG 740 |87,5

10 . rep3 agua E1 758 |81,7 (89,2

11 . rep3 cobre E1 755 |81,5

12 . blanco E1 755 |815 (89,5

13 rep3 agua Bs2 775 88,2
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No. Colour Name

‘ Genotype Peak 1‘ Peak 2 Peak 3‘ Peak 4‘ Peak 5

14 rep3 cobre Bs2 72,7 (79,7 |88,2 (93,0
15 blanco Bs2 77,7 (88,3

16 rep3 agua hrcR 73,5 (83,3 (87,7 (92,8
17 rep3 cobre hrcR 73,7 (87,8

18 blanco hrcR 74,3 (82,8 |87,7

19 rep3 agua pglA 88,0

20 . rep3 cobre pglA 77,0 |88,0

21 blanco pglA 775 (84,0 (88,0

Las curvas de cuantificacion y de melting presentados corresponden a una de las réplicas
bioldgicas. Las 3 réplicas bioldgicas tienen curvas similares y se obtuvieron los picos especificos

para cada producto de amplificacion.
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