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Abreviaturas

A-B

Abs, absorbancia

ADN, acido desoxirribonucleico
ADNCc, ADN complementario

ARN, acido ribonucleico

ARNm, acido ribonucleico mensajero

Avr, gen de avirulencia

C-D-E

°C, grado Celsius

CBC, Cancrosis Bacteriana de los Citricos
C. clementina, Citrus clementina

CER, Eceriferum

CER4, Acil-CoA reductasa

CER®, B-cetoacil-CoA sintasa

CER?, factor de transcripcion
exoribonucleasa 7

CLSM, “Confocal Laser Scanning
Microscopy”, microscopia laser confocal de
barrido

cm, centimetro
C. unshiu, Citrus unshiu

CYP86A2, Oxidasa de acidos grasos
dependiente del citocromo P450 de la
subfamilia CYP86A2

DOeoo, densidad optica a 600 nm
dpi, dias post-inoculacion

ECR, Enoil-CoA reductasa

EPS, exopolisacarido

ETL “Effector-Triggered Immunity”,
inmunidad disparada por el efector

F-G
FAE, Elongasa de acidos grasos

GDSL, Lipasa de la familia GDSL (glicina-
acido aspartico-serina-leucina)

GFP, “green fluorescence protein” proteina
fluorescente verde

GPAT, Glicerol-3-fosfato acil transferasa

Gm, gentamicina

H-I-]-K
h, horas
hpt, horas post-tratamiento

HR, “hipersensitive response” respuesta
hipersensible

kb, kilobase, 1000 pares de bases
KCR, -cetoacil-CoA reductasa

L-M

1, litro

LACS, Acil-CoA sintetasa de acidos grasos de

cadena larga

LTP, Proteina de transferencia de lipidos
M, molar

Mb, mega pares de bases

MAH]1, Hidroxilasa de alcanos 1

MAMPs, “microbe associated molecular patterns”

patrones moleculares asociados a
microorganismos

MET, microscopia electronica de transmision

min, minutos
ml, mililitros

mm, milimetros



mM, milimolar

MYB30, factor de transcripcién MYB30

N-O
ng, nanogramos

nm, nanémetros

P-Q

PAMPs, “pathogen associated molecular
patterns”, patrones moleculares asociados a
patogenos

PAS2, -hidroxiacil-CoA dehidratasa
pb, pares de bases

PCR, “polymerase chain reaction”, reaccion
en cadena de la polimerasa

PRRs, “patterns recognition receptors”
receptores de reconocimiento de patrones

PTI, “PAMP-Triggered Immunity”,
inmunidad disparada por PAMPs

pv, patovar
p/v, peso en volumen

qRT-PCR, “guantitative real time PCR”,
PCR cuantitativa en tiempo real

R-S
R, gen de resistencia

ROS, “reactive oxygen species”, especies
reactivas del oxigeno

rpm, revoluciones por minuto
spp., especies

subsp., subespecie

T-U-V-W

T3SS, “type LI secretion system”, sistema de
secrecion tipo II1

pl, microlitros

g, microgramos

Um, micrometros

ufc, unidades formadoras de colonias
UV, ultravioleta

v/v, volumen en volumen

VLCFAs, “very long chain fatty acids”, acidos
grasos de cadena muy larga

WSDV1, Sintasa de ceras 1

WINI, Factor de transcripcion inductor de
ceras]

X-Y-Z
X. citri, Xanthomonas citri subsp. citri

X. aurantifolii, Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii



Glosario

Barreras de defensa: combinacion de las caracteristicas estructurales y reacciones

bioquimicas que utilizan las plantas para defenderse de los patdégenos y que pueden ser
constitutivas (preformadas) o inducibles en respuesta al ataque del patogeno. Estas

barreras juegan un rol crucial en combatir el ingreso del patégeno y detener la infeccion.

Biofilm: Conglomerados de células inmovilizadas en una matriz de polimeros organicos
de origen microbiano, con polisacaridos extracelulares como principal constituyente, junto
con proteinas, lipidos y acidos nucleicos. El desarrollo del biofilm consta de 4 etapas
diferentes: i) adhesion de las células a un substrato, bidtico o abidtico ii) crecimiento y
agregacion de las células en microcolonias, iii) maduraciéon y mantenimiento de la
arquitectura de las biopeliculas y iv) dispersion de las células bacterianas con el fin de

colonizar nuevos nichos.

Bidtrofo: es aquel microorganismo que requiere tejido vegetal vivo para poder llevar

adelante su ciclo de vida completo.

Capacidad de campo: contenido de agua o humedad que es capaz de retener el suelo

luego de haber sido mojado abundantemente y dejado drenar libremente.

Ceras: mezcla heterogénea de acidos grasos de cadena muy larga (VLCFAs, del inglés very
long-chain fatty acids) y sus monomeros derivados, con cadenas carbonadas de 20 a 36 C de
longitud. Ademads pueden contener metabolitos secundarios como triterpenoides,

fenilpropanoides y flavonoides.

Cuticula: capa hidrofdbica e impermeable que cubre la epidermis de las hojas y otros
organos aéreos de la planta. La estructura y composicion de la cuticula varia enormemente
entre especies, drganos y estados de crecimiento, pero estd principalmente compuesta de
una matriz de cutina, embebida con ceras intracuticulares y cubierta con ceras

epicuticulares.


http://es.wikipedia.org/wiki/Contenido_de_agua

Cutina: polimero de acidos grasos hidroxilados de cadena media (C16 - C18), los cuales se
encuentran formando enlaces tipo éster entre si, y con el glicerol. Entre los acidos grasos
de C16, el acido 10, 16-dihidroxihexadecanoico y su isémero posicional 9, 16-
dihidroxihexadecanoico, constituyen los principales componentes. Solamente una

pequena fraccion de la cutina estd formada por acidos grasos de C18.

Efector: Molécula capaz de desencadenar la respuesta de defensa de una planta. En
algunos casos es la proteina codificada por el gen de Avirulencia del patoégeno, en otros

casos deriva de la actividad enzimatica de esta proteina.

Filosfera: comprende tanto la superficie como el interior de las hojas y constituye uno de

los nichos méas importantes para los microorganismos.
Glabra: hoja sin pelos

Hemibiotréfico: es aquel microorganismo que requiere el tejido vegetal vivo por un

periodo de tiempo pero luego causa la muerte del tejido hospedador.

Hoja dorsiventral: hoja cuyo mesofilo presenta el parénquima esponjoso debajo de la

epidermis abaxial y el parénquima en empalizada debajo de la epidermis adaxial.

Idioblasto: célula que es diferente a las que estan a su alrededor. Esta diferencia con el
resto de células de un tejido puede estribar en su forma, tamafio, contenido o funcién o en
varias de estas. En epidermis de citricos tipicamente se observan idioblastos que contienen

cristales de oxalato de calcio.

Interaccidn compatible: interaccion en la cual el hospedador es incapaz de reconocer al
patogeno y establecer una respuesta de defensa efectiva. De esta manera, el patdgeno es
capaz de reproducirse y desarrollar su ciclo de vida completo colonizando los tejidos
vegetales. Este tipo de interaccién se asocia al término de “susceptibilidad” a ese

determinado patogeno.

Interaccidon incompatible: interaccion en la cual el hospedador reconoce la presencia del

patdgeno. De esta manera, se establece una respuesta de defensa efectiva capaz de limitar


http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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y contener al patdégeno en la zona de ingreso impidiendo que se desarrolle la enfermedad.

Este tipo de interaccion se asocia al término de “resistencia” a ese determinado patdgeno.

Necrotrofo: es aquel microorganismo que obligadamente causa la muerte del tejido

vegetal para poder desarrollarse y completar su ciclo de vida.

PAMPs/MAMPs: (del inglés “pathogen-or microbe-associated molecular patterns”) son

moléculas evolutivamente conservadas que estdn presentes tanto en microorganismos
patégenos como no patdgenos y muchas veces son esenciales para su sobrevida o

virulencia.
Patogenicidad: capacidad del microorganismo de causar la enfermedad.

pthA: Gen de patogenicidad perteneciente a la familia génica avrBs3/pthA. Se encuentra
presente en la bacteria X. citri subsp. citri y es el responsable de inducir la cancrosis en los
citricos. El genoma plasmidico de X. citri codifica para cuatro alelos de este gen, pero sélo

uno es funcional.

Rango de hospedador: Especie o grupo de especies de plantas que pueden servir como

hospedadoras para el patégeno bacteriano.

Resistencia cualitativa, vertical 0 monogénica: resistencia absoluta, controlada por uno o

pocos genes, conocidos como genes R. La resistencia ocurre como consecuencia de una
interaccion incompatible entre el hospedador y el patdgeno, y el cultivar generalmente
responde desarrollando una HR en el sitio de infeccion, lo cual conduce a la muerte de las

células infectadas con el patdgeno y finalmente la planta no desarrolla la enfermedad.

Resistencia cuantitativa, horizontal o poligénica: resistencia parcial, gobernada por

varios genes. En los cultivares con resistencia poligénica la sintomatologia disminuye
cuantitativamente, a pesar de que la enfermedad se manifieste. El gran nimero de genes
que participan en la resistencia horizontal al parecer controlan las diversas etapas de los
procesos fisioldgicos de la planta, dentro de los cuales se encuentran la formacién de

estructuras histologicas y celulares de defensa.



Respuesta hipersensible (HR): es un tipo de respuesta que se caracteriza por una muerte

celular rdpida y localizada en el sitio de la entrada del microorganismo patdgeno y por la
activacion de diferentes mecanismos de defensa. Entre los mismos se identifican: un
rapido flujo idnico, generacion de especies reactivas del oxigeno, generacion de déxido
nitrico, activacion de quinasas y MAP quinasas y la activacion transcripcional de un

amplio rango de genes de defensa.

Virulencia: expresion cuantitativa de la patogenicidad de un microorganismo. Es una

propiedad caracteristica de cada cepa bacteriana.

Xantano: Polisacarido extracelular producido por Xanthomonas.
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1. Introduccion




1.1. Caracteristicas e importancia de los citricos

Los citricos son uno de los cultivos mas importantes dentro de la fruticultura
mundial, con una produccion anual de 87.000.000 de toneladas (t)
(http://www fas.usda.gov). La produccidon citricola argentina alcanza alrededor de
2.900.000 t anuales, de las cuales 130.000 t corresponden a pomelo, 400.000 t corresponden
a mandarinas y sus hibridos, 920.000 t a naranja y 1.450.000 t a limén

(http://www federcitrus.org).

Los citricos son plantas originarias de climas tropicales y subtropicales del Sudeste
Asiatico (Goldschmidt & Koch, 1996). El rango de temperaturas dptimas para el cultivo de
los citricos se establece entre 23°C y 34°C. Las necesidades hidricas de estos frutales,
estimadas segun sus pérdidas por evapotranspiracion, ronda entre 750 y 1200 mm anuales
(Agusti, 2003). En climas templados con estaciones bien definidas, tanto el desarrollo de la
planta como el ritmo de las brotaciones estan controlados por los cambios estacionales de
la temperatura. Asi, bajo estas condiciones, los citricos presentan un periodo de reposo
mas o menos profundo causado por el descenso térmico invernal, y brotan uniformemente
en la primavera siguiente cuando se eleva la temperatura (Agusti, 2003; Medina et al.,
1999). La mayoria de las especies y cultivares de citricos cultivadas en climas templados
presentan tres brotaciones bien definidas en el afo. La brotacion primaveral es la tinica
que presenta flores que definen la cosecha anual. Por el contrario, las brotaciones de
principios y finales de verano excepcionalmente llevan flores que dan lugar a frutos no

viables, a excepcion del limonero (Agusti, 2003).

Las zonas de produccion en Argentina tienen condiciones ecoldgicas ideales para el
desarrollo de la produccion de naranjas, mandarinas y sus hibridos, pomelos y limones.
En funcién de las condiciones climdticas y la ubicacidn geografica se diferencian cuatro
zonas de produccion (Figura 1.1); la region I — Noreste , ubicada entre los 26° y 32° de
latitud Sur (LS), se caracteriza por ser la zona citrica mas tradicional del pais, abarca las

provincias de Entre Rios, Corrientes, Misiones y el centro-norte de Santa Fe; la region II -



Central, ubicada entre los 33° y 35° LS, que corresponde al sector limitrofe entre las
provincias de Buenos Aires y Santa Fe; la region III — Noroeste , que se extiende entre los
22° y 29,5° LS, comprende las zonas productoras de las provincias de Jujuy, Salta,
Tucuman, Santiago del Estero, Catamarca y La Rioja. Por ultimo, la region IV- Norte, que
se extiende entre los 24,5° y 28° LS, e involucra areas bien definidas de las provincias de

Formosa y Chaco (Palacios, 2005).
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Figura 1.1. Principales zonas productoras de citricos de la Argentina. Tomado de
http://www .federcitrus.org.

De acuerdo a la informacidon generada por la Federaciéon Argentina del Citrus, la
estructura basica de la actividad citricola nacional esta conformada por 5.300 productores
primarios, 20 plantas industriales para jugos concentrados y 440 plantas de empaque entre
las cuales existen 112 registradas para exportacion. Esta estructura basica genera en
conjunto una ocupacién directa de aproximadamente 100.000 personas. Los destinos de la
produccién citricola nacional son la industria (47%), el mercado interno (32%) y la

exportacion en fresco (21%). El sector citricola nacional genera un valor econdmico anual


http://www.federcitrus.org/

de aproximadamente 1400 millones de ddlares, de los cuales el 50% corresponde a
exportaciones de frutas frescas, derivados y jugos concentrados. Los citrus producidos en
Argentina se comercializan en mas de 80 mercados, siendo la Union Europea el mas

importante (http://www .federcitrus.org).

La Republica Argentina cuenta con un sistema nacional de trazabilidad, que permite
a la autoridad nacional fitosanitaria, al productor y al exportador, conocer los tratamientos
que se le brindan a cada fruta desde la planta hasta el puerto de destino, lo que permite al
importador un alto grado de seguridad respecto al producto que recibe en cuanto a

sanidad e inocuidad del mismo (http://www.federcitrus.org).

2.1.1. Origeny evolucion del genoma de los citricos

De acuerdo al consenso actual, las especies Citrus medica (citrones); C. reticulata
(mandarinos) y C. maxima (pummelos), constituyen los ancestros de la mayoria de los
Citrus cultivados, llamados especies primarias. Algunos estudios también sugieren la
contribucién de un cuarto taxoén primario, C. micrantha (papeda) (Figura 1.2). La
diferenciaciéon entre estos taxones puede explicarse a través del efecto fundacional de
cuatro zonas geograficas diferentes. Las demas especies cultivadas se originaron luego a
través de hibridacion y de un nuimero limitado de eventos de recombinacion sexual a
partir de los taxones primarios, por lo cual se consideran especies secundarias. Entre éstas,
pueden mencionarse C. aurantium (naranjo amargo), C. sinensis (naranjo dulce), C. paradisi
(pomelo); C. clementina (mandarino Clementina), C. unshiu (mandarino Satsuma) y C. limon
(limonero) (Figura 1.2). Los cultivares modernos de citricos tienen por lo tanto un origen
interespecifico, y sus genomas pueden considerarse mosaicos de grandes fragmentos de

ADN heredados de los taxones basicos (revisado por Ollitrault ef al., 2012).

En general, las especies de Citrus son diploides, con un niimero cromosomico basico
x=9, y genomas relativamente pequenos, de aproximadamente tres veces el tamano del
genoma de Arabidopsis (Xu et al., 2013). El International Citrus Genome Consortium (ICGC)

presentd en enero del 2011 la secuencia gendmica de dos especies de Citrus, uno de ellos



basado en la secuencia de un haploide derivado de la mandarina 'Clemenules’, y el otro
correspondiente al genoma de la naranja dulce diploide 'Ridge Pineapple'. El trabajo del
ICGC posibilité la construccién de un mapa genético para generar el ensamblado del
genoma en 9 pseudomoléculas, que representan el nimero cromosdmico basico de los
citricos (Gmitter, 2012). El tamafio del genoma de 'Clementina’ resultd ser de 301,4 Mb,
mientras que el de naranjo fue de 319 Mb, las secuencias de los mismos estan disponibles
en el sitio de internet de Phytozome (http:://www.phytozome.net/Clementine;
http:://www.phytozome.net/orange). Por otro lado, recientemente, ha sido secuenciado el
genoma de un doble-haploide originado a partir del naranjo dulce 'Valencia' (Xu et al.,

2013) cuya secuencia esta disponible en el sitio http://citrus.hzau.edu.cn/orange.
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Figura 1.2. Representacion esquematica del origen de los citricos cultivados. Cuatro especies
ancestrales (citron, mandarino, pummelo y papeda) dieron origen a todas las demas a través de
hibridacién. Cada circulo representa una especie o cultivar, y aquellos que se ubican en la
superposicion de dos o mas circulos se originaron de la hibridacion entre estas especies (Imagen
provista por F. Gmitter, 2012).
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2.2. Principales enfermedades que afectan a los citricos en la Republica

Argentina

Como se mencion6 previamente, la produccion de citricos en Argentina tiene como
principal objetivo la exportacion de fruta fresca. La exigencia de productos de calidad y
sanidad garantizada es cada vez mayor e impacta directamente en la apertura o cierre de
los mercados. La conservacion y ampliacion de los mismos esta directamente relacionada
con el control de enfermedades causadas por determinados patdgenos que no se
encuentran presentes, o se encuentran bajo control oficial en los paises importadores de
frutas frescas. La enfermedad producida por estos patégenos es denominada enfermedad
“cuarentenaria” por las restricciones cuarentenarias a los frutos provenientes de areas
infectadas, impuestas por paises libres de la enfermedad. En el caso especifico de los
citricos, las enfermedades cuarentenarias que mayores problemas causan son la Cancrosis
Bacteriana de los Citricos (CBC), causada por la bacteria Xanthomonas citri subsp. citri (X.
citri), la mancha negra causada por el hongo Guignardia citricarpa y la sarna comun
originada por el hongo Elsinoe spp. Los agentes causales de las enfermedades citricolas

causadas por hongos, virus y bacterias se presentan en la Tabla 1.1.

Resulta interesante destacar que en la actualidad el Huanglongbing (HBL o ex-
Greening), producido por la bacteria Candidatus Liberibacter spp. y diseminado por el
psilido Diaphorina citri, es una de las enfermedades mas graves que afectan a la citricultura
mundial. El HLB ocasiona graves dafos en ramas, hojas y frutos de todas las variedades
(de copa o de pie) de citricos, causando severas pérdidas econdmicas (Timmer et al., 2000).
Esta enfermedad ha sido detectada en el afio 2004 en San Pablo, Brasil y desde alli se ha
diseminado rapidamente (Teixeira et al., 2008). Para mantener a la Argentina libre de HLB,
el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) ha tomado diversas
medidas como la obligacién de denunciar la presencia de sintomas de la enfermedad y la
adopcion obligatoria del sistema de produccién de plantas citricas bajo cubierta, para

evitar la dispersion por el vector. A pesar de ello, en junio del afio 2012 se han detectado



casos positivos de HLB en un drea fronteriza con Brasil de la Provincia de Misiones. Las
plantas positivas fueron inmediatamente erradicadas y comenzaron a realizarse acciones
especiales de contingencia en el norte de Misiones, y monitoreos permanentes en todas las
provincias

citricolas del pais (http://www.senasa.gov.ar/Archivos/File/File6221-

Informe_hlb.pdf).

Tabla 1.1. Principales patégenos que afectan a los citricos en la Argentina

Agente causal Enfermedad
Virus Virus de la tristeza (CTV) Tristeza
Virus de la Psorosis de los Citricos (CPsV) Psorosis
Viroides Viroide de la Exocortis de los Citricos (CEVd) Exocortis
Viroide de la Xiloporosis de los Citricos (CXVd) Xiloporosis
Hongos Phytophthora sp. Podredumbre del tronco, las
raices y los frutos
Mycosphaerella citri Mancha grasienta
Guignardia citricarpa Mancha negra
Elsinoe sp. Sarna
Bacterias Xylella fastidiosa Clorosis variegada de los
citricos
Xanthomonas citri subsp. citri Cancrosis de los citricos
Candidatus liberibacter Huanglongbing

1.3. Cancrosis de los citrus

La Cancrosis Bacteriana de los Citricos (CBC) es uno de los mayores problemas de la
produccién de citricos en todo el mundo (Gottwald et al., 2002; Graham et al., 2004; Stall &
Civerolo, 1991; Vojnov et al.,, 2010). Puede reducir drasticamente los rendimientos del
cultivo causando defoliacion en cultivares susceptibles, y caida prematura de frutos

(Pruvost et al., 2002). Sin embargo, las consecuencias mas serias surgen del impacto de las
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restricciones a la comercializacion internacional de fruta desde las areas afectadas

(Gottwald et al., 2002) como es el caso de nuestro pais.

1.3.1. Antecedentes historicos y agente causal

La cancrosis bacteriana de los citricos es causada por dos grupos de Xanthomonas
filogenéticamente diferentes, recientemente renombradas como Xanthomonas citri subsp.
citri (X. citri) y Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (X. aurantifolii) (Cubero & Graham,
2004; Schaad et al., 2005; Schaad et al., 2006). Se han descripto diferentes formas de CBC,
causadas por distintos subgrupos o variantes de X. citri y X. aurantifolii, en base al rango
de hospedador y distribucion geografica del patdgeno (Brunings & Gabriel, 2003; Stall &
Seymour, 1983).

La cancrosis A o Asidtica producida por X. citri, es la forma mas severa y mas
ampliamente diseminada (Graham et al., 2004). Afecta a un amplio rango de hospedadores
dentro de la familia de las Rutaceas, incluyendo a todas las especies de citricos y varios
géneros relacionados (Civerolo, 1984). La constatacion mds antigua de la enfermedad fue
hecha en hojas de Citrus medica herborizadas en 1827 provenientes de India (Fawcett &
Jenkins, 1933). Sin embargo, la primera descripcion de la enfermedad fue en 1915, cuando
ingresd a los Estados Unidos (Hasse, 1915). En Argentina los primeros casos se citan en
1969 en Misiones y Corrientes, en 1975 se detectaron los primeros focos en Entre Rios, y en
1979 en San Pedro (Canteros, 2001). Hacia 1990, luego de varios intentos de erradicacion
realizados desde 1977, se considerd6 a la enfermedad como endémica en el Litoral
Argentino. El Noroeste Argentino permanecio libre hasta el afio 2002, cuando se detecto la
enfermedad (Canteros, 2004; Stein et al., 2007). Cabe destacar que en 1996 ingres6 a
Argentina el insecto conocido como minador de los citricos (Phyllocnistis citrella) (Canteros,
2004; Stein et al., 2007), el cual incrementd la gravedad de la enfermedad al provocar

lesiones en las hojas y ramas jovenes facilitando el ingreso de la bacteria.

Una nueva variante de X. citri, denominada A* fue identificada en el sudoeste de

Asia en el ano 1998. Esta cepa se diferencia de X. citri tipo A en su rango de hospedador,



que se restringe a la lima mexicana (Tabla 1.2) (Brunings & Gabriel, 2003; Verniere et al.,
1998). En el afio 2000, fue descubierta en Florida (Estados Unidos) otra variante de la cepa
tipo A, denominada AW. Entre sus hospedadores se incluye a la lima mexicana y al
portainjerto 'Alemow’ (Citrus macrophylla) en los que induce los sintomas tipicos de la
cancrosis A (Sun et al., 2004). Sin embargo, esta cepa genera una respuesta hipersensible
(HR, del inglés hypersensitive response) en pomelo y ningtn tipo de sintoma en naranjo y
limonero (Tabla 1.2) (Brunings & Gabriel, 2003). Recientemente, se identificé en nuestro
pais una nueva variante de X. citri, denominada AT, en el marco de un trabajo en el que se
caracteriz¢ la diversidad genética y el grado de virulencia de 42 aislados de Xanthomonas
spp., obtenidos de sintomas de cancros en diferentes especies de Citrus de la provincia de
Tucuman (Chiesa et al., 2013). Esta nueva cepa induce un fenotipo clorético atipico en
limonero y pomelo, y cancros débiles en mandarino, hospedador del cual fue aislada

(Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Patogenicidad relativa de todos los grupos de cepas formadores de cancros en cinco
especies de citricos

Cepa Naranjo Pomelo Limonero | Lima mexicana | Mandarino
X. citri tipo A +++ -+ +H+ -+ ++
X. citri tipo A* - - - o+ No informado
X. citri tipo Av - HR - +++ No informado
X. citri tipo AT No informado |  clorosis clorosis + +
X. aurantifolii tipo B + + ++ -+ +
X. aurantifolii tipo C HR HR HR o+ HR

+ cancro débil; ++++ cancro fuerte; - no se generan sintomas; HR respuesta hipersensible

La Cancrosis B o Sud-americana, causada por X. aurantifolii tipo B, fue descubierta en
Argentina en 1923 (Civerolo, 1984) afectando principalmente a limoneros en el Noreste
Argentino, Paraguay y Uruguay. Las cepas tipo B generaban lesiones similares a las
causadas por X. citri pero mas pequefias, aunque esta bacteria no pudo ser reaislada desde
1975, cuando ingresé a nuestro pais X. citri A (Tabla 1.2) (Canteros, 1996; Chiesa et al.,
2013).




La Cancrosis C, causada por X. aurantifolii tipo C, ha sido aislada de lima mexicana
en una localidad de San Pablo, Brasil, en 1963 (Sun et al., 2004). Los sintomas inducidos en
estas plantas son los mismos que los del tipo B. En limoneros, pomelos, naranjos, y
mandarinos, se genera en cambio una HR (Tabla 1.2) (Chiesa et al.,, 2013; Cubero &

Graham, 2004).

De aqui en adelante, cuando se nombre a la cancrosis de los citricos se estara

haciendo referencia a la cancrosis tipo A, causada por Xanthomonas citri subsp. citri.

1.3.2. Ciclo de la enfermedad

1.3.2.1. Infeccion: Crecimiento epifitico, formacion de biofilm e ingreso a los

tejidos de X. citri

X. citri crece en forma epifitica sobre la superficie de la planta hasta que se den las
condiciones Optimas para poder ingresar al espacio intercelular y asi desarrollar la
enfermedad (Rigano et al., 2007). Este crecimiento estd acompanado por la formacion de
un biofilm (Rigano ef al., 2007). Los biofilms microbianos son conglomerados de células
inmovilizadas en una matriz de polimeros organicos de origen microbiano, con
exopolisacaridos (EPS) como principal constituyente, junto con proteinas, lipidos y acidos

nucleicos (Branda et al., 2005; Vojnov & Marano, 2014).

La vida en comunidad protege a las bacterias de condiciones ambientales adversas,
como ser la desecacidn, temperaturas elevadas, presencia de antibioticos y compuestos
antimicrobianos, ademas de los mecanismos de defensa del hospedador (Branda et al.,
2005; Camilli & Bassler, 2006; Parsek & Fuqua, 2004; Vojnov & Marano, 2014). El xantano,
principal EPS secretado por X. citri cumple un rol fundamental en la adhesion bacteriana
para el posterior desarrollo del biofilm. La formacién de biofilm se correlaciona con la
patogenicidad de X. citri y el desarrollo del cancro bacteriano (Malamud et al., 2011;

Rigano et al., 2007; Vojnov et al., 2010).



X. citri es una bacteria hemibiotréfica capaz de infectar frutos, hojas y ramas
(Gottwald et al., 2002). La temperatura Optima para el desarrollo de los sintomas es de 28-
30°C (Verniere et al., 2003), mientras que las temperaturas bajas ejercen un efecto negativo.
Las infecciones de las hojas ocurren principalmente via estomas y heridas causadas por
tormentas, poda, o por insectos como el minador de los citrus (Phyllocnistis citrella)
(Gottwald et al., 2002; Pruvost et al., 2002). Los habitos alimentarios del minador facilitan
las infecciones de X. citri, ya sea a través de la ruptura de la cuticula mediante la
excavacion de galerias, lo cual provoca una llegada directa de la bacteria al mesdfilo de la
hoja o a través del transporte de la bacteria por parte del insecto desde tejidos infectados a
no infectados (Graham et al., 1996). A su vez, la duracion del mojado foliar y la magnitud
de la extension de la capa de agua sobre la hoja influyen sobre la capacidad de la bacteria

de ingresar al interior de la cdmara subestomatica (Christiano, 2006).

Las hojas mas susceptibles a la infeccion de X. citri son aquellas que se han
expandido entre un 50 a 100% de su tamano final (Goto, 1992; Gottwald et al., 2002). Por el
contrario, tejidos muy jovenes, con estomas inmaduros, son resistentes a este tipo de
infeccion natural (Gottwald et al., 2002). Luego que las hojas, brotes y frutos alcanzan su
tamano adulto, se forma una cuticula engrosada y éstos se vuelven mas resistentes a la
infeccion por estomas (Stall & Seymour, 1983), por eso el efecto de las heridas es
particularmente importante en las hojas maduras (Verniere et al., 2003). El periodo mas
critico para la infeccidn en frutos es durante los noventa dias posteriores a la caida de los

pétalos (Graham et al., 1992a).

La concentracion de indculo necesaria para que X. citri consiga colonizar los tejidos
varia segin el modo de infeccidn. Los niveles minimos de X. citri para inducir el desarrollo
de lesiones a través de las heridas y los estomas son de 102 y 10° ufc/ml, respectivamente

(Goodman, 1982; Zubrzycki & Diamante de Zubrzycki, 1987).

1.3.2.2. Colonizacion y formacion de cancros



Una vez en el interior del tejido, las células de X. citri se multiplican en los espacios
intercelulares envueltas en una matriz de polisacaridos extracelulares (Vojnov & Marano,
2014). Cuando las condiciones son adecuadas, aproximadamente 7 dias después de la
inoculacion, aparecen los primeros sintomas en el envés de las hojas como pequenas
ampollas sobre-elevadas, de aspecto aceitoso o humedo (Gottwald et al., 2002). Las
lesiones consisten en la hiperplasia del tejido del mesdfilo que luego evoluciona a pustulas
con aspecto eruptivo y corchoso. Tienen color claro o amarillento al principio y luego
toman color pardo o marron, al inducirse la formacion de los tejidos suberificados, que
dan a las lesiones aspecto elevado en las dos caras de las hojas y con la apariencia de
pequenos crateres (Figura 1.3). En los bordes de los cancros, se observa una zona hiimeda
de apariencia aceitosa, que forma un halo clorético o amarillento. La ruptura que se
produce en la epidermis del tejido vegetal permite que X. citri sea eficientemente liberada
sobre la superficie de las hojas (Brunings & Gabriel, 2003). Las lesiones en las ramas son
similares a las de las hojas pero mas chatas y alargadas con un centro necrotico, y son mas
prominentes en las ramas viejas (Figura 1.3). En frutos pequefios, los cancros pueden tener
entre 2 y 5 mm de didmetro y pueden unirse unos a otros afectando areas importantes de
la epidermis. La apariencia de las lesiones también es suberificada y crateriforme, pero el
halo suele ser menos definido, aunque siempre hay una zona de aspecto hiumedo aceitoso
en los margenes de la lesion cuando estas son recientes (Figura 1.3). El dafo que produce
en frutos se limita a la epidermis y en forma parcial al albedo, no llegando a afectar la

calidad ni cantidad de jugo.



Figura 1.3. Sintomas de cancrosis en hojas, ramas y frutos de naranjo de ombligo (C. sinensis) cv.
'Lanelate’.

1.3.2.3. Sobrevivencia y diseminacion de X. citri

La bacteria sobrevive principalmente en lesiones de hojas y ramas. Puede sobrevivir
unos pocos dias en el suelo, y algunos meses en restos de plantas incorporados al suelo
(Gottwald et al., 2002). Un equipo de investigacion multinacional demostr6 que los frutos
cosechados y desinfectados en planta de empaque, no constituyen una via a través de la
cual el inoculo de X. citri pueda infectar plantas sanas y establecer la enfermedad en

nuevas areas (Gottwald et al., 2009; Shiotani et al., 2009).

Las lluvias que causan la acumulacién de agua en las hojas y ramas, sumadas a
velocidades de viento superiores a los 28 km/h, facilitan la dispersién de la bacteria
(Graham et al., 1992b; Serizawa & Inoue, 1975). Esto se explica por el hecho de que una vez
que los sintomas se han desarrollado, la bacteria es exudada cuando la superficie de las
lesiones se humedece (Timmer ef al., 1991; Vernieére et al., 2003). En Argentina el inéculo
bacteriano dispersado por el viento ha sido encontrado a distancias que superan los 32 m
(Stall et al., 1982), pero en presencia de fuertes tempestades, la distancia de dispersion

puede ser hasta de 10-15 km (Gottwald et al., 1997).

Debido al clima, en Argentina el ciclo de la enfermedad sufre una discontinuidad
durante el invierno (Pruvost et al., 2002). En la provincia de Corrientes, el agua de lluvia

recolectada en verano debajo de los arboles infectados con cancrosis presentd 105 a 10°



ufc/ml de X. citri, mientras que el tamano de la poblacién interna de X. citri en las lesiones
fue de 10° a 107 ufc/lesidon durante la primavera, el verano y el otofio, y cay6 drasticamente

durante el invierno a 10? a 10* ufc/lesion (Stall et al., 1980).

1.3.3. Caracteristicas generales del genoma de Xanthomonas spp.

En el afio 2002 un consorcio brasilefio publicé por primera vez la secuencia del
genoma completo de una cepa de X. citri, denominada X. citri 306 (da Silva et al., 2002).
Esta cepa tiene un cromosoma circular de 5,17555- Mb y dos plasmidos: pXAC33 de 33,7-
kb y pXAC64 de 64,92-kb. El genoma posee 4.313 marcos de lectura abiertos (ORFs), de los
cuales se les ha asignado una funcién al 62,83%. Ambos genomas plasmidicos codifican
para un total de 115 genes y el 50% de los mismos son de funcion desconocida (Laia et al.,
2009). En el ano 2010, el consorcio de Xanthomonas de San Pablo, Brasil secuencio el
genoma completo de X. aurantifolii tipo B cepa 11122 y tipo C cepa 10535 (Moreira et al.,
2010). Por otro lado, en el afio 2013, un grupo de investigacion de Florida, Estados Unidos,
presentd la secuencia del genoma de X. citri A¥ cepa 12879 (Jalan et al., 2013). Si bien todas
estas bacterias comparten aproximadamente el 80% de los genes identificados, tanto los
hospedadores como la especificidad de tejido y la patogénesis que cada una de ellas

desarrollan son muy diferentes.

Una caracteristica general de las bacterias fitopatdgenas es la producciéon de factores
de virulencia que contribuyen a la interaccion con la planta. Entre ellos, en el genoma de
X. citri 306, el gen pthA es esencial para el desarrollo de cancros en los citricos (Shiotani et
al., 2007), al igual que los genes homologos pthB y pthC encontrados en X. aurantifolii tipo B
y tipo C, respectivamente. Los genes pthA, pthB y pthC pertenecen a una familia génica de
avirulencia/patogenicidad conocida como AvrBs3/PthA y mutaciones en éstos genes
generan cepas incapaces de desarrollar cancros (Al-Saadi et al., 2007; El Yacoubi et al.,

2007).

Xanthomonas spp. utilizan una combinacion de diferentes sistemas de secrecién de

proteinas para asegurar el establecimiento de la bacteria y el progreso de la enfermedad



(Preston et al., 2005; Buttner & Bonas, 2009), de los cuales, el de mayor interés es el sistema
de secrecion tipo III (T3SS, del inglés type 3 secretion system) (Buttner & Bonas, 2009). El
T3SS consiste en aproximadamente 20 - 25 proteinas diferentes que conforman una
maquinaria que protuye por fuera de la bacteria formando una estructura tipo aguja
(“inyectisoma”), y permite introducir efectores tipo III, o factores de patogenicidad, entre
ellos la proteina PthA, directamente desde la bacteria hacia el interior de la célula

hospedadora (Buttner & Bonas, 2002).

1.3.4. Manejo de la enfermedad

El manejo de las enfermedades producidas por patégenos se basa en cuatro
principios fundamentales: exclusion, erradicacion, proteccion y resistencia (Agrios, 2005).
En los lugares donde aparecen nuevos brotes de cancrosis los programas de erradicacion
que comienzan rapidamente pueden ser exitosos, pero sdlo luego de que un gran nimero
de arboles sea destruido (Gottwald et al., 2002). En algunos lugares como Argentina, Brasil,
Uruguay y Florida, los intentos de erradicacion han sido poco exitosos y no han podido
impedir la expansion de la enfermedad (Koizumi, 1985; Schubert et al., 2001; Stall et al.,
1987).

Cuando la enfermedad es considerada endémica, deben ponerse en practica
programas de manejo integrado. En las provincias de Entre Rios, Corrientes y Misiones,
luego de intentos de erradicacidn poco exitosos comenzé a practicarse el sistema de
“convivencia con la enfermedad”, que consiste en la seleccion de cultivares poco
susceptibles, produccion de plantas libres de la enfermedad en viveros, en combinacion
con pulverizaciones de productos cupricos y practicas culturales como plantacion de
cortinas rompevientos, control del minador de los citricos y saneamiento de herramientas
y equipos. Los factores que integran el plan deben combinarse de manera de poder

mantener un nivel de patégeno que no cause pérdidas econdmicas sin producir grandes



desequilibrios ecologicos (Agostini, 2007). Actualmente es posible producir lotes libres de

sintomas para superar las restricciones cuarentenarias (Canteros, 2001).

Las cortinas rompevientos, solas o en combinacién con aplicaciones de cobre, son la
medida mas efectiva para el control de la enfermedad en cultivares susceptibles y reducen
su incidencia a niveles no detectables en hojas y frutos en cultivares resistentes (Leite Jr. &
Mohan, 1990). La eficacia de las cortinas cada 2-4 ha fue comprobada experimentalmente
(Canteros, 2001), aunque también se ha comprobado que no disminuyen
significativamente por si solas los niveles de cancrosis cuando las plantaciones ya estan
enfermas (Behlau et al., 2008), por lo cual es necesario combinarlas con las otras medidas

de manejo.

Las pulverizaciones con productos ctpricos son efectivas para el control de la
cancrosis cuando se las combina con otros métodos de manejo. Las aplicaciones deben
realizarse solo en los momentos en que hay que proteger a los brotes o a los frutos en
formacion (Agostini, 2007). En la provincia de Santa Fe se han realizado estudios
comparando el bactericida tradicional, oxicloruro de cobre, con productos de nueva
formulacién, como el sulfato de cobre. La efectividad del sulfato de cobre a las dosis
recomendadas fue levemente superior a la del oxicloruro, pero la cantidad de cobre
metdlico aplicada al cultivo fue significativamente inferior, lo cual resulta de interés
debido a que se disminuye la fitotoxicidad en las plantas y la acumulacién de cobre en el

ambiente (Lovera et al. 2012).

Los cultivares resistentes son la mejor solucién a largo plazo para el manejo de la
cancrosis (Viloria et al., 2004). Aunque X. citri posee un amplio rango de hospedadores en
la familia Rutdceas, existen diferencias de susceptibilidad dentro de las especies de Citrus
(Gottwald et al., 2002). Por su importancia para el desarrollo de esta Tesis de Doctorado,

este tema serd ampliado en la Seccion 1.5.

1.4.1. Resistencia a patdgenos: multiples estrategias de defensa constitutivas



Las plantas poseen diferentes mecanismos de defensa, algunos constitutivos (pre-
existentes) y otros inducibles en respuesta al ataque del patdgeno (Raffaele et al., 2009). Los
mecanismos de defensa constitutivos responden a la informacién genética propia de la
especie o cultivar vegetal, la cual se expresa normalmente en la planta sin la mediacion de
un inductor. Estos mecanismos se pueden dividir en estructurales y quimicos. Los
primeros comprenden bdsicamente a la produccion de capas gruesas de cuticula,
deposicion de ceras, estructura de la pared celular, presencia de tricomas, nimero y

caracteristicas estructurales de los estomas (Agrios, 2005; Schumann & D’ Arcy, 2006)

La cuticula conforma una capa hidrofdbica e impermeable que cubre la epidermis de
las hojas y otros drganos aéreos de la planta (Jetter et al., 2006; Reina-Pinto & Yephremov,
2009). La estructura y composicion de la cuticula varia enormemente entre especies,
organos y estados de crecimiento (Heredia, 2003; Reina-Pintd & Yephremov, 2009), pero
estd principalmente compuesta de una matriz de cutina, embebida con ceras
intracuticulares y cubierta con ceras epicuticulares (Figura 1.4). Por su importancia para el

desarrollo de esta Tesis de Doctorado, este tema serd ampliado en la Seccion 1.4.1.1.



Ceras epicuticulares
1. Cutina + Ceras intracuticulare:
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Figura 1.4. Esquema de una hoja mostrando la composicion de la cuticula en detalle y las
funciones que cumple: A- Reduce la pérdida de agua y permite la difusion de gases. B- Evita
acumulacién de agua y polvo. C- Participa en las interacciones planta-insecto y planta-patégeno. D-
Participa en el reconocimiento de sefiales de patdgenos e insectos para la activacion de genes de
defensa especificos mediada por receptores de membrana. E- Controla los cambios de temperatura.
F- Provee soporte mecanico y participa en la correcta formacién de los 6rganos en las primeras fases
de desarrollo de la planta. Los cristales cerosos pueden o no estar presentes dependiendo de la
especie. Las ceras epicuticulares constituyen la capa mas superficial de la cuticula y cubren la capa
conformada por cutina y ceras intracuticulares. En la cercania de la pared celular la cutina se
mezcla con polisacaridos de la pared celular (PC). Adaptado de Pollard et al. (2008) y Tafolla-
Arellano et al. (2013).

La pared celular constituye una segunda barrera efectiva contra los patdgenos
fangicos y bacterianos, previniendo el ingreso al interior de la célula vegetal (Agrios, 2005;
Freeman & Beattie, 2008; Grennan, 2006). Las bacterias no pueden penetrar directamente a
través de la epidermis de la planta y por lo tanto ingresan a los tejidos internos a través de
aperturas naturales o heridas. Asi, los estomas sirven como puerta de entrada durante la
infeccion (Melotto et al., 2006; Melotto et al., 2008). En este contexto, las caracteristicas de

los estomas (densidad y tamarfio) y la respuesta estomatica (apertura) influyen sobre la



poblacién bacteriana que ingresa a los tejidos internos, lo cual puede determinar la

magnitud de la resistencia del hospedador (Wang et al., 2011).

Los compuestos quimicos producidos por la planta pueden estar presentes en forma
activa o estar almacenados como precursores inactivos en las vacuolas de la célula, en los
tricomas o pelos glandulares de la epidermis. Estos compuestos, toxicos para los
patdgenos, involucran a tres grandes grupos: i- péptidos y proteinas; ii- metabolitos
secundarios: alcaloides, fenoles simples o polifenoles (taninos), aceites esenciales, terpenos
(fitoalexinas) e inhibidores de proteasas y iii- productos finales de la ruta biosintética de

los fenilpropanoides (Agrios, 2005).

Todos estos obstaculos fisicos y bioquimicos pre-existentes se consideran la primera
linea de defensa de las plantas, y juegan un rol crucial en combatir el ingreso del patégeno
y detener la infeccién (Agrios, 2005; da Rocha y Hammerchmidt, 2005; Schumann &
D’ Arcy, 2006; Thordal-Christensen, 2003)

1.4.1.1. La cuticula

A través de la evolucion, las plantas terrestres han modificado composicional y
estructuralmente la pared celular de su epidermis, formando la cuticula. La cuticula
cumple un rol importante en la organogénesis, en el control de intercambio de agua y
gases, en la proteccion contra la radiacion UV y el ataque de patdgenos e insectos
herbivoros (Figura 1.4) (Dominguez et al., 2011; Kunst & Samuels, 2009; Tafolla-Arellano et
al., 2013; Yeats & Rose, 2013). Ademas de la superficie externa de la epidermis, la cuticula
se extiende también dentro de la camara subestomatica (Esau, 1977), lo cual resulta
interesante, debido a que en este sitio es donde residen inicialmente las bacterias luego de
penetrar por las aperturas estomaticas (Xiao et al., 2004). Las células oclusivas de los
estomas también poseen prolongaciones cuticulares que cumplen una funcién importante

manteniendo el agua fuera de la cavidad subestomatica (Figura 1.4) (Pollard et al., 2008).



La cuticula cambia y madura a medida que la hoja se hace adulta. Las hojas
inmaduras que aun no se han expandido estan cubiertas por una fina procuticula, formada
por ceras amorfas, no-laminadas. Mientras la hoja se expande, se agregan los diferentes
componentes, la cuticula se engrosa y se comienzan a visualizar las laminas que la
componen (Jeffree, 1996). La deposicion de ceras contintia a medida que la hoja se expande
y la cuticula se desarrolla, incrementando el espesor hasta que finaliza la expansion de la

hoja (Jeffree, 1996).

A final de la década del 80’, Koornneef et al. (1989), identificaron visualmente varias
plantas con un fenotipo brilloso en el tallo, analizando una biblioteca de mutantes de
Arabidopsis. Andlisis quimicos y de microscopia electronica revelaron que los cambios en la
reflectancia de las superficies de las plantas se debian a modificaciones en la composicion
de las ceras. En base a estas observaciones, se identificaron 89 mutantes de Arabidopsis
afectadas en la sintesis de ceras que se nombraron como mutantes eceriferum (cer),
haciendo referencia a un menor contenido de ceras. Los investigadores establecieron que
las 89 mutantes cer estaban afectadas en 21 loci independientes, que definian 21 genes CER
con una funcién potencial en biosintesis, transporte y regulacion de ceras (Koornneef et al.,
1989). Posteriormente se incorporaron 3 genes cer adicionales a esta lista (Rashotte et al.,
2004). A lo largo de los ultimos veinte afios, estudios de genética directa y reversa de las
mutantes cer y de otras mutantes adicionales de Arabidopsis permitieron la caracterizacion
de la via de biosintesis de ceras, actualmente muy bien descripta a nivel molecular en esta

especie vegetal (Bernard & Joubes, 2013).

Biosintesis de Ceras: Las ceras consisten en una mezcla heterogénea de acidos
grasos de cadena muy larga (VLCFAs, del inglés very long-chain fatty acids) y sus
monomeros derivados, con cadenas carbonadas de 20 a 36 C de longitud. Ademas, se han
identificado ésteres de ceras de cadenas carbonadas de 36 a 70 C (Jetter et al., 2006). Entre
los componentes de las ceras también existen metabolitos secundarios como triterpenoides,

fenilpropanoides y flavonoides (Jetter et al., 2006).



Los VLCFAs que conforman las ceras cuticulares son sintetizados especificamente en
las células epidérmicas por un complejo multienzimatico que se encuentra en el reticulo
endoplasmatico, denominado elongasa de acidos grasos (FAE, del inglés fatty acid
elongase). Este complejo utiliza como sustrato a los acidos grasos de 16 y 18 C generados en
los plastidos y malonil coenzima A (CoA). FAE realiza un ciclo reiterativo de 4 reacciones
catalizadas por (3-cetoacil-CoA sintasa (KCS, del inglés S-ketoacyl-CoA synthase), [B-cetoacil-
CoA reductasa (KCR, del inglés S-ketoacyl-CoA reductase), p-hidroxiacil-CoA dehidratasa
(HCD), y enoil-CoA reductasa (ECR), para producir VLCFAs con 24-36 atomos de C
(Figura 1.5) (Kunst & Samuels, 2009).

En Arabidopsis la enzima KCS es la que limita la tasa de elongacion de los acidos
grasos y la longitud de los productos Acil-CoA finales. Debido a que se requieren VLCFAs
de diferente nimero de carbonos, existe una familia de 21 miembros de enzimas KCS en
Arabidopsis (Millar & Kunst, 1997). Ha sido demostrado que la KCS ECERIFERUM 6
(CER6) es especifica y esencial para la formacion de VLCFAs mayores a 22 C que
componen las ceras en tallos de Arabidopsis (Millar et al., 1999). A diferencia de KCS, las
demads enzimas que componen el complejo FAE son capaces de formar VLCFAs de
variados nimeros de carbonos en diferentes tejidos (Millar & Kunst, 1997). Solo una copia
del gen ECR, denominado ECERIFERUMI10 (CER10) y del gen HCD/PAS2, llamado
PASTICCINO2 han sido encontrados en Arabidopsis (Bach et al., 2008; Zheng et al., 2005). En
contraste, existen dos paralogos de KCR en el genoma de Arabidopsis, aunque sdlo uno de
estos genes, KCR1, codifica una KCR funcional involucrada en la biosintesis de VLCFAs.
En maiz se identificaron dos KCR involucradas en la biosintesis de VLCFAs: GL8A y
GL8B (Kunst & Samuels, 2009).

En la Figura 1.5 se muestra la via de biosintesis de ceras en Arabidopsis y las enzimas

que intervienen en este proceso.
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Figura 1.5. Biosintesis de cuticula en células epidérmicas de Arabidopsis. En el sector derecho se
muestra la via biosintética simplificada de generacion de ceras, de acuerdo a lo propuesto por
Bernard & Joubes (2013) y Raffaele et al. (2009). Los acil-CoAs de cadena larga generados por FAE
son modificados a través de dos vias en el reticulo endoplasmatico (RE) de las células epidérmicas
para producir VLCFAs alifaticos. Por un lado, la via de la reducciéon que produce alcoholes
primarios y ésteres de ceras; por otro lado, la descarboxilacion que conduce a la formacién de
aldehidos, alcanos, alcoholes secundarios y cetonas. Los componentes de las ceras son movilizados
desde el RE a la membrana plasmatica (MP) a través de vesiculas, exportados desde la MP a la
matriz extracelular por transportadores ABC, y enviados a la cuticula por una maquinaria atn
desconocida, que posiblemente implique proteinas de transferencia de lipidos (LTP). En todas las
células de la planta, los VLCFAs son los precursores de la sintesis de esfingolipidos. En el sector
izquierdo se muestra la biosintesis de cutina de acuerdo a lo propuesto por Beisson & Olhrogge
(2012). Las enzimas Acil-CoA sintetasas de cadena larga activan los acidos grasos libres a &cidos
grasos Acil-CoA. Posteriormente ocurre la w-oxidacién y por ultimo la transferencia acil. La
polimerizacién de acidos grasos ocurre extracelularmente y es realizada por miembros de la
superfamilia de hidrolasas GDSL. En ambas vias se detallan en rojo las enzimas que intervienen y
en verde los factores de transcripcidon involucrados en la regulacion. FAE, elongasa de acidos
grasos; CER6, (-cetoacil-CoA sintasa, KCR, (-cetoacil-CoA reductasa; PAS2, (-hidroxiacil-CoA
dehidratasa; CER10/ECR, enoil-CoA reductasa; CER1 y CER3 eceriferum 1y 3, respectivamente;
CER4, acil-CoA reductasa; LACS1 y LACS2, Acil-CoA sintetasa de acidos grasos de cadena larga 1



y 2, respectivamente; MAH1, hidroxilasa de alcanos; WSD1, sintasa de ceras 1; LTP, proteinas de
transferencia de lipidos; CYP86A2 oxidasa de acidos grasos dependiente del citocromo P450 de la
subfamilia CYP86A2; GPAT, glicerol-3-fosfato acil-CoA aciltransferasa; GDSL, lipasa de la familia
GDSL (glicina-acido aspartico-serina-leucina); MYB30, factor de transcripcion MYB30; WIN1, factor
de transcripcién inductor de cerasl; CER?, factor de transcripcién exoribonucleasa 7.

Biosintesis de cutina: La cutina se origina a partir de la polimerizacién de acidos
grasos hidroxilados de cadena media (C16 - C18), los cuales se encuentran formando
enlaces tipo éster entre si, y con el glicerol (Heredia, 2003; Pollard et al., 2008). Entre los
acidos grasos de C16, el acido 10, 16-dihidroxihexadecanoico y su isémero posicional 9, 16-
dihidroxihexadecanoico, constituyen los principales componentes (Bessire et al., 2007).
Solamente una pequena fraccion de la cutina estd formada por acidos grasos de C18, entre
ellos los acidos 9, 10-epoxi-18-hidroxioctadecanoico y 9, 10, 18-trihidroxioctadecanoico
(Heredia, 2003). Debido a los enlaces covalentes entre sus mondmeros, la cutina resiste
dafos mecanicos y forma la estructura basica de la cuticula (Samuels et al., 2008; Stark &
Tian, 2006). La caracterizacion reciente de la cuticula en Arabidopsis ha revelado que la
cutina también puede contener 4cidos a, w-dicarboxilicos, componentes caracteristicos de
la suberina, otro polimero importante en las plantas (Franke et al., 2005; Reina-Pinto &

Yephremov, 2009).

La biosintesis de cutina dentro de las células epidérmicas y su ensamblaje
extracelular para formar el biopolimero ha sido sujeto de estudios a lo largo de los tltimos
anos. Sin embargo, la via de biosintesis de cutina es mucho mas desconocida que la de

biosintesis de ceras (Stark & Tian, 2006).

A partir de plantas mutantes de Arabidopsis que muestran defectos en la cutina se
han identificado tres familias de enzimas requeridas para la biogénesis del polimero: la
Acil-CoA sintetasa de 4cidos grasos de cadena larga LACS2 (del inglés: long chain acyl-CoA
synthetase), la oxidasa de acidos grasos dependiente del citocromo P450 de la subfamilia
CYP86A2, y dos proteinas aciltransferasas de la familia GPAT (del inglés: glicerol-3-
phosphate acyl-CoA acyltransferase). La mutacion de los dos primeros genes por separado, o

del par GPAT4 y GPATS simultaneamente, produce menores cantidades de cutina en



Arabidopsis (Li et al., 2007; Nawrath, 2006; Pollard et al., 2008; Xiao et al., 2004). El orden de
las reacciones de acil activacion, w-oxidacion de las cadenas acil, y transferencia acil al
glicerol para producir los acilgliceroles ha sido sujeto a revisién en los ultimos afios
(Beisson et al. 2012; Pollard et al. 2008). Las ultimas evidencias en Arabidopsis sugieren que,
en primer lugar las enzimas LACS activan los acidos grasos libres a acidos grasos Acil-
CoA. Posteriormente, la oxidasa de acidos grasos CYP86A2, también conocida como ATT1
produce la w-oxidacion. El paso final de transferencia acil es catalizado por GPAT 4 y 8

(Figura 1.5) (Beisson et al., 2012; Yang et al., 2012).

Un aspecto que todavia necesita ser dilucidado es el mecanismo a través del cual los
acidos grasos y el glicerol se polimerizan para formar la cutina. Isaacson et al. (2009)
observaron que la cantidad de cutina en frutos de tomate con la mutacion en el gen cutin
deficient1 (cd1) esta reducida de 10 a 20 veces. CD1 codifica un miembro de la superfamilia
de enzimas hidrolasas/lipasas con motivo GDSL (glicina-acido aspartico-serina-leucina),
requerida para la sintesis de la cutina del fruto de tomate. Yeats et al. (2012) demostraron
que esta enzima extracelular seria la poliéster sintasa responsable de la polimerizacion de
los acidos grasos que forman la cutina (Figura 1.5). El 2-mono (hidroaxil) glicerol se
acumula en la superficie de las mutantes cd1, pero no en la planta salvaje, sugiriendo que
las mutantes bloquean el metabolismo de este precursor de cutina. Cabe destacar que en
plantas taxondmicamente lejanas como maiz, arroz, soja, vid y Arabidopsis thaliana existen

secuencias proteicas homologas a CD1 (Yeats et al., 2012).

En la Figura 1.5 se muestra la via de biosintesis de cutina en Arabidopsis y las

enzimas que intervienen en el proceso.

1.4.1.1.1. Regulacion transcripcional de la deposicion de ceras y cutina

El conocimiento de la regulacion transcripcional de los genes involucrados en la
biosintesis de cuticula es atin escaso (Raffaele et al., 2009; Bernard & Joubes, 2013). Ha sido
demostrado que el factor de transcripcion MYB30 de Arabidopsis es activador

transcripcional de los genes que codifican las cuatro enzimas que forman el complejo FAE,



responsable de la biosintesis de VLCFAs. Ademas, MYB30 posee otros genes blancos
asociados con la biosintesis de ceras y cutina, como CER2, CER3 y ATT1 (CYP86A2).
Notablemente, la expresion temprana de MYB30 en Arabidopsis esta asociada con el inicio
de la respuesta hipersensible inducida por Xanthomonas campestris pv. campestris (Raffaele

et al., 2008).

Por otro lado, la exoribonucleasa CER7 de Arabidopsis es un regulador
transcripcional que controla la via de la formacion de alcanos para producir las ceras en
los tallos. CER7 es una subunidad del exosoma involucrada en el procesamiento y
degradacion del ARN. La molécula blanco putativa de esta exoribonucleasa es un
microARN que reprime la transcripcion del gen CER3, clave en la biosintesis de ceras

(Hooker et al., 2007).

Por ultimo, se ha identificado un factor de transcripcion tipo ERF (del inglés, ethylene
response factor) llamado WIN1/SHNT1 (del inglés wax inducer 1) que activa a los genes que
codifican las enzimas de biosintesis de cutina, por ejemplo LACS2 y a los genes de

biosintesis de ceras, como CER1, CER2 y KCS1 (Broun et al. 2004; Kannangara et al., 2007).

1.4.1.1.2. Biosintesis de cuticula en citricos

A pesar del extenso conocimiento de las vias de biosintesis de ceras y cutina en
Arabidopsis y de los estudios complementarios realizados en otras especies como tomate y
maiz (Dietrich et al., 2005; Girard et al., 2012; Sturaro et al., 2005, Vogg et al., 2004; Yeats et
al., 2012), las vias de biosintesis de cuticula en citricos y en muchas otras especies vegetales
contintian siendo desconocidas. En plantas modelo, las mutaciones en genes de biosintesis
de ceras/cutina son inducidas artificialmente, mientras que en plantas perennes lefiosas
como los citricos esta metodologia resulta dificil de aplicar debido a su heterocigosis y
larga juvenilidad. Por lo tanto, las mutaciones generadas espontaneamente en el campo a

partir de nuevas yemas juegan un rol importante en el surgimiento de nuevos cultivares.



1.4.2. Resistencia a patdgenos: Activacion del sistema inmune de las plantas

Los patdgenos que logran superar las barreras primarias previamente descriptas
deben enfrentar atin a la respuesta inmune de las plantas (Freeman & Beattie, 2008;
Grennan, 2006). A diferencia de las defensas constitutivas, la respuesta inmune es un
mecanismo activo de defensa que involucra cambios en el metabolismo celular
provocados por la expresion diferencial de genes. Por lo tanto, para que ocurra la
induccion de la defensa de la planta, es necesario el reconocimiento especifico del

patdgeno.

Actualmente, se sabe que las plantas responden a la infeccion por microorganismos
patogenos usando un sistema inmune innato basado en dos vias de sefalizaciéon. La
primera, usa receptores transmembrana presentes en la célula vegetal (PRRs, del inglés
transmembrane pattern recognition receptors) que reconocen una molécula patron (elicitor)
asociada al organismo patogeno o microbiano (PAMPs o MAMPs del inglés pathogen or
microbial-associated molecular patterns) (Jones & Dangl, 2006). En X. campestris pv. campestris,
los peptidoglucanos y sus derivados muropéptidos, constituyentes de la pared celular,
funcionan como MAMPs, elicitando componentes caracteristicos del sistema inmune en
Arabidopsis (Erbs et al., 2008). Otros MAMPs bacterianos son la flagelina, principal proteina
constituyente del flagelo bacteriano; el factor de elongaciéon Tu (EF-Tu); y los
lipopolisacaridos (Bent & Mackey, 2007). Asi, la percepcion de los PAMPs/MAMPs por los
PRRs inicia una respuesta de defensa activa, llamada inmunidad basal, resultando en una

inmunidad inducida por PAMPs o PTI (del inglés PAMP-triggered immunity).

El rdpido reconocimiento de los MAMPs/PAMPs, conduce a la activacién de una
respuesta de defensa de la planta asociada con el cierre de estomas, deposicion de calosa y
sintesis de lignina en las paredes celulares, activacion de quinasas y MAP quinasas,
formacion de estructuras histologicas y estructurales de defensa, y la activacion
transcripcional de genes de defensa (Hann & Rathjen, 2007; He et al., 2006). Ademas, se
induce la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen

species), como anion superoxido (O2) y perdxido de hidrogeno (H20:) (Grant & Loake,



2000). Esta respuesta de defensa puede detener la colonizacién del patdgeno. Sin embargo,
muchos patdgenos desarrollaron estrategias altamente especializadas para evitar o
suprimir la inmunidad del hospedador y causar la enfermedad (Cui & Harling, 2005;
Nomura et al., 2005). En el caso especifico de Pseudomonas syringae se ha demostrado que
produce la fitotoxina coronatina (un analogo a la hormona vegetal acido jasmonico), la
cual interfiere en la via de sefnalizacion del acido abscisico (Melotto et al., 2006)
provocando la re-apertura de los estomas y por consiguiente facilitando su ingreso al
tejido vegetal a tiempos tempranos post-infeccion. Asimismo, Gudesblat et al. (2009)
demostraron que X. campestris pv. campestris sintetiza un compuesto difusible, presente en
el sobrenadante del medio de cultivo bacteriano, capaz de interferir con el cierre
estomatico en plantas de Arabidopsis, facilitando el ingreso de la bacteria en el hospedador.
Otro supresor de la respuesta inducida por PAMPs/MAMPs es el xantano producido por
Xanthomonas spp. (Enrique et al., 2011; Yun et al., 2006), el cual inhibe la deposicion de
calosa en la planta hospedadora. Se ha demostrado que el xantano suprime la respuesta
inmune del hospedador a través de la absorcion de Ca®?, impidiendo de esta manera, el
flujo de calcio desde el apoplasto al citosol y suprimiendo asi la activacion de la cascada de
sefializacion que conduce a la defensa de la planta (Aslam et al., 2008). En consecuencia, la
supresion de las defensas del hospedador probablemente sea uno de los principales

mecanismos moleculares relacionados con la patogénesis bacteriana en plantas.

En la segunda via de sefalizacion participan principalmente las proteinas NB-LRR
codificadas por la mayoria de los genes R, las cuales responden a efectores especificos del
patdgeno codificados por genes de avirulencia (avr). Muchas bacterias fitopatogenas Gram
negativas como Pseudomonas, Xanthomonas y Ralstonia usan el T3SS para introducir las
proteinas efectoras dentro de las células hospedadoras (Buttner & Bonas, 2009; He & Jin,
2003). La inmunidad inducida por efectores o ETI (del inglés effector-triggered immunity)
conduce a la muerte programada de la célula vegetal, que generalmente se manifiesta

como una HR en el sitio de entrada del microorganismo (Jones & Dang]l, 2006).

Es importante destacar que PTI se asocia con lo que se conoce cldsicamente como

resistencia horizontal, cuantitativa o poligénica, gobernada por varios genes (Boller &



Felix, 2009). Los cultivares con resistencia poligénica presentan una resistencia parcial, por
lo cual la sintomatologia disminuye cuantitativamente a pesar de que la enfermedad se
manifieste. El gran niimero de genes que participan en la resistencia horizontal al parecer
controlan las diversas etapas de los procesos fisiologicos de la planta, dentro de los cuales
se encuentran la formacion de estructuras histologicas (capas de corcho, capas de
abscision, tilides, etc.) y celulares (depdsito de calosa, engrosamiento de la cuticula y
pared celular, entre otras estrategias) (Agrios, 2005; Schumann & D’Arcy, 2006). La
respuesta ETI es aquella que se conoce cldsicamente como resistencia vertical, cualitativa,
monogénica o gen por gen (Boller & Felix, 2009). La resistencia monogénica es una
resistencia absoluta, consecuencia de una interaccion incompatible entre el hospedador y
el patogeno, y el cultivar generalmente responde desarrollando una HR en el sitio de
infeccion, lo cual conduce a la muerte de las células infectadas con el patdgeno y
finalmente la planta no desarrolla la enfermedad. Por el contrario, en los casos en que la
interaccion entre el hospedador y el patégeno es compatible, el hospedador es incapaz de
reconocer al patdgeno y de establecer una respuesta de defensa efectiva, por lo tanto se

desarrolla la enfermedad, lo cual se asocia al término de “susceptibilidad”.

1.5. Resistencia a la cancrosis bacteriana de los citricos

La introduccién de genotipos resistentes es la mejor solucion a largo plazo para el
manejo de la cancrosis (do Amaral et al., 2010; Viloria et al., 2004). X. citri posee un amplio
rango de hospedadores dentro de la familia de las Rutdceas, sin embargo existen
diferencias de susceptibilidad dentro de esta familia, y entre las especies y cultivares del
género Citrus (do Amaral et al., 2010; Gottwald et al., 1993; Gottwald et al., 2002; Schubert et
al., 2001; Viloria et al., 2004). Por muchos afios se han buscado genotipos de Citrus y
géneros relacionados con algin grado de resistencia cuantitativa a CBC, estableciéndose
una extensa clasificacion de acuerdo a su grado de susceptibilidad/resistencia (Tabla 1.3)

que varia ampliamente de acuerdo a los autores y la metodologia utilizada para la



evaluacion (Das, 2003; Deng et al., 2009; do Amaral et al.,, 2010; Gottwald et al., 1993;
Gottwald et al., 2002; Schubert et al., 2001).

Tabla 1.3. Susceptibilidad a X. citri en distintas especies de citricos, sus cultivares y especies
relacionadas. Adaptado de Do Amaral et al. (2010), Gottwald et al. (2002) y Schubert et al. (2001).

Altamente susceptibles Moderadamente susceptibles

Pomelo (Citrus paradisi)

Lima key o mexicana (C. aurantifolia)

Lima dulce Palestina (C. limettioides)
Naranjo trifoliado (Poncirus trifoliata)
Naranjo de ombligo (grupo Navel) (C.
Sinensis)

Naranjo blanco cvs. 'Hamlin' y 'Pineapple'
(C. sinensis)

Limonero (C. limon)

Naranjo amargo (C. aurantium)

Naranjo blanco, excepto los cvs. altamente
susceptibles (C. sinensis)

Tangelo (C. tangelo)

Pummelo (C. maxima)

Mandarino '"Murcott' (C. reticulata x C. sinensis)

Susceptibles Resistentes

Mandarino (C. reticulata)

Pampelmusa o Cimboa (C. grandis) Mandarino Satsuma (C. unshiu)
Lima Tahiti (C. aurantifolia) Mandarino Cleopatra (C. reshni)

Mandarino Clementina (C. clementina)

Altamente Resistentes

Kumgquat (Fortunella spp.)

Calamandin (C. mitus)

Citron (C. medica)

Naranjo chino (Citrofortunella microcarpa)

En los ultimos afios se ha identificado un genotipo de citron que no muestra ningin
sintoma luego de la infiltracion con cepas de X. citri (Deng et al., 2009) y un cultivar de
kumquat que desarrolla una respuesta del tipo HR, que comienza con necrosis y culmina
con la abscision de la hoja (Khalaf et al., 2011). Estos resultados indicarian que en algunos
casos existe resistencia cualitativa frente a la cancrosis, pero los trabajos de
transcriptomica realizados hasta el presente no han permitido identificar genes especificos
de resistencia en los cultivares del género Citrus o parientes cercanos estudiados

(Cernadas et al., 2008; Deng et al., 2009; Khalaf et al., 2007).



1.6. La cancrosis de los citricos es una de las principales limitantes del cultivo de

citricos en la Provincia de Santa Fe

El cultivo de frutales es una actividad productiva que requiere de altas inversiones
iniciales, seguido por un periodo improductivo o de baja rentabilidad. Estos factores de
riesgo hacen que la decision de implantacion de un monte citrico sea dificil en zonas
donde su produccidon no esté tradicionalmente arraigada, como es el caso de la zona

central de la provincia de Santa Fe.

Frente a estas caracteristicas de la produccion citricola resulta de crucial importancia
conocer cudles son los cultivares mas adecuados a implantar en cada region (Perren, 2008).
El éxito econdmico del proyecto productivo requiere disponer de informacion referente a
la adaptacion del material genético a las condiciones agroecologicas zonales. Numerosos
estudios fenolodgicos, fisioldgicos y de respuesta a practicas culturales fueron llevados a
cabo por el Grupo de Trabajo de Cultivos Intensivos de la Facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional del Litoral, y han demostrado que la zona central de la
provincia de Santa Fe presenta condiciones agroecoldgicas adecuadas para la produccion
de citricos (Micheloud et al., 2011; Micheloud et al., 2012; Micheloud, 2013; Pilatti, et al.,
2009). También se ha determinado que la cancrosis de los citricos es la enfermedad que
mayores dafos causa en las plantaciones de la provincia. Los cultivares de naranjo y
mandarino que resultaron en una mejor adaptaciéon a la regién, por su produccion y
calidad de frutas, son 'Valencia late', 'Salustiana’, 'Clemenules' y 'Okitsu' (Micheloud,
2013). Sin embargo, segiin datos del Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INDEC)
los citricos de mayor difusion en la provincia de Santa Fe son las naranjas de ombligo
‘New Hall' y 'Lanelate’ (http://www.indec.gov.ar). El Censo Nacional Agropecuario (2002)
registrd solo 504 ha de frutales citricos en la provincia de Santa Fe, principalmente
naranjas (78%) y mandarinas (19%). De éstas, 250 ha estan ubicadas en el departamento
General Obligado; 120 ha en el departamento Rosario y 70 ha en el departamento San
Jerénimo (http://www.indec.gov.ar). Para extender la produccién de estos frutales, se hace

necesaria la difusidon de los conocimientos de adaptacion de los diferentes cultivares, asi


http://www.indec.gov.ar/nuevaweb/cuadros/11/y050105.xls
http://www.indec.gov.ar/nuevaweb/cuadros/11/y050105.xls

como la informacion referente al comportamiento frente a las enfermedades mas

importantes de los citricos.

1.6.1. Comportamiento de cultivares de mandarino frente a cancrosis en la

Provincia de Santa Fe

En la zona centro-este de la provincia de Santa Fe, se ha notado a campo grandes
diferencias en susceptibilidad varietal a cancrosis. Particularmente, entre los genotipos de
mandarino, se ha encontrado que el cv. 'Okitsu’ es mas resistente al desarrollo del cancro

1 1 : : . . . .
que el cv. 'Clemenules' aunque los mecanismos involucrados en esta resistencia diferencial

son desconocidos.

El cultivar 'Okitsu’ pertenece al grupo de las mandarinas Satsumas (Citrus unshiu), es
un fruto fécil de pelar, sin semilla, atin cuando se la cultive cerca de otros cultivares que
produzcan polen viable (Cantuarias-Avilés et al., 2009; Shiotani et al., 2009; Stover et al.,
2005). Es el cultivar citrico cuya cosecha ocurre mas tempranamente en nuestro pais,
satisfaciendo la demanda de fruta fresca a partir de principios de marzo, que representa
un periodo de limitada disponibilidad de fruta. Por otro lado, es muy resistente a las bajas
temperaturas (Nesbitt et al., 2008), lo cual resulta de interés cuando se la cultiva en climas
templados con estaciones bien definidas, como el de la region central de Santa Fe (Koppen,
1936). Un aspecto muy notable de este cultivar es que es considerado resistente a la
cancrosis a campo (Cantuarias-Avilés et al., 2009; Gottwald et al., 2002; Shiotani et al., 2008).
El cultivar 'Clemenules’, cuya cosecha se produce a partir de abril en nuestro pais,
pertenece al grupo de las mandarinas Clementinas (Citrus clementina), caracterizadas por
su excelente calidad organoléptica, ausencia de semilla y facil pelado (Palou et al., 2008).
Lamentablemente, estas cualidades se ven opacadas por su mayor susceptibilidad a la
cancrosis (Gottwald et al., 2002), si bien la fruta normalmente presenta menor intensidad e

incidencia de la enfermedad en comparacion con las hojas.

En la presente Tesis Doctoral se describen los resultados obtenidos en el analisis de

la interaccion entre X. citri y los cultivares de mandarino 'Clemenules' y 'Okitsu’. En base a



las observaciones efectuadas a campo se comprobd que el cv. 'Okitsu’ es mas resistente al
desarrollo del cancro que el cv. 'Clemenules' y se realizaron estudios bioldgicos
comparativos para confirmar y caracterizar el tipo de resistencia a X. citri presente en el

cultivar 'Okitsu’.



2. Objetivo General




2.1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral fue caracterizar las bases de la
resistencia a X. citri en hojas de C. unshiu cv. 'Okitsu', utilizando como patosistema
susceptible a CBC la especie C. clementina cv. 'Clemenules'. Se espera que los
conocimientos generados en este proyecto contribuyan al desarrollo de estrategias

biotecnologicas para generar cultivares de citricos resistentes a CBC.



3. Materiales y Metodos




3.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento

Las evaluaciones a campo se realizaron en el Campo Experimental de Cultivos
Intensivos y Forestales (CECIF) de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional del Litoral, en Esperanza (31°26’S; 60°56’0O, 40 m snm), Santa Fe, Argentina. El
clima de la region de acuerdo a la clasificacion de Koppen (1936) es subtropical humedo,
sin estacion seca. En esta drea la temperatura promedio durante los meses mas frios y mas
calidos es de 11°C y de 25°C, respectivamente. Las precipitaciones anuales son de 938 mm
y ocurren en su mayoria durante la primavera y a principios del verano (entre septiembre
y diciembre). La velocidad media anual del viento es de 13,8 km/h y se incrementa desde
agosto hasta diciembre, en conjunto con el nimero de dias con tormenta (Garcia et al.,

2002).

Para las mediciones a campo se usaron arboles de 10 afios de edad de dos cultivares
de mandarino (Tabla 3.1) injertados sobre pie Poncirus trifoliata (L.) Raf., plantados en un
marco de plantacion de 5 x 3,5 m en un suelo franco-limoso, con riego por goteo
complementario. La fertilizacion, poda y manejo de plagas fueron realizadas de acuerdo a
las practicas comerciales habituales, incluyendo una cortina rompevientos natural de 15 m

de altura rodeando el campo experimental (Gariglio ef al., 2009).

Tabla 3.1. Especies vegetales que se escogieron para realizar los distintos estudios.

Especie vegetal Cultivar comercial Fuente o referencia
Mandarino Dr. Gariglio (Fac.de Cs. Agrarias,
'Clemenules'
(Citrus clementina Hort. ex Tan.) Universidad Nacional del Litoral)
Mandarino Dr. Gariglio (Fac.de Cs. Agrarias,
'Okitsu’

(Citrus unshiu Marc.) Universidad Nacional del Litoral)




Para los ensayos en condiciones controladas, las plantas se mantuvieron en camaras
de crecimiento ambientadas con un rango de temperatura entre 20 y 25°C, un fotoperiodo

de 16 h de luz/ 8 h oscuridad, y una intensidad luminica de 150 a 200 pE/sm?2.

3.2. Mediciones de los estados fenoldgicos del cultivo, e incidencia y severidad

de la cancrosis a campo

Durante la primavera de los afnos 2009 y 2010 se seleccionaron cuatro ramas jovenes
y sanas a 1,5 m de altura y distribuidas en los cuatro cuadrantes de la copa de los arboles.
Los estados fenologicos de brotes y hojas de las ramas seleccionadas se monitorearon
desde el inicio de la brotacion, en septiembre, hasta noviembre de cada afio, usando la
escala “Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt and Chemical industry” (BBCH)
desarrollada para citricos (Agusti et al., 1997). Se registr6 la fecha de ocurrencia de los
estados BBCH 15 (hojas expandidas en un 50%) y BBCH 19 (hojas completamente
expandidas), debido a que a lo largo del periodo comprendido entre estos dos estadios las
hojas de los citricos son mas susceptibles a la cancrosis. La cuantificacion de la enfermedad
se realizd en diciembre, cuando los sintomas estaban bien desarrollados. La incidencia se
calculé como el porcentaje (%) de hojas con sintomas sobre el total de hojas examinadas,
de acuerdo a Leite Jr. et al. (1987). La estimacién de la severidad fue hecha en las cinco
hojas mas afectadas de cada rama, utilizando las escalas diagramaticas desarrolladas por
Belasque Jr. et al. (2005). El desarrollo de los cancros fue registrado por fotografias
digitales. Se us6 un disefio experimental completamente al azar, con ocho repeticiones por
cultivar. El analisis estadistico de los datos fue realizado de acuerdo al test t de Student (P<
0,05). La identidad de las bacterias formadoras de cancros se confirmé a través de

aislamiento y analisis molecular (Chiesa ef al., 2013).



3.3. Cepas bacterianas y plasmidos

Los genotipos de las diferentes cepas de Xanthomonas y plasmidos utilizados en este

trabajo de Tesis se detallan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Cepas bacterianas y plasmidos

Cepas Caracteristicas relevantes Referencia u origen
Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri)
X. citri T Tipo salvaje, origen Tucuman Chiesa et al. (2013)
X. citri A®8 Tipo salvaje, origen Esperanza Este trabajo
X. citri A¥8-GFP GmR, pPMP2444 Este trabajo

Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (X. aurantifolii)
X. aurantifolii

tipo C Tipo salvaje, origen Brasil Dra. Canteros (INTA, Bella Vista)
X. aurantifolii GmR, pPMP2444 Este trabajo
tipo C-GFP
Plasmidos Descripcion Referencia
PBBRIMCS-5 conteniendo los
difi 1
pMP2444 genes que codiican para ‘a (Stuurman ef al., 2000)

proteina verde fluorescente

(eg/p).

Para el aislamiento de la cepa X. citri A%, se seleccionaron cancros de hojas de
mandarinos cultivados en el CECIF. Se efectud una puncion con una aguja estéril en el
margen de avance de la lesion y se realizd un estriado en placas de Petri conteniendo
medio NYGA (Seccion 3.4) (Daniels et al., 1984). Las placas se incubaron en estufa a 28°C
por 72 h. Las colonias crecidas presentaron -caracteristicas fenotipicas tipicas de
Xanthomonas spp.: color amarillo-transltcido, aspecto mucoso, configuraciéon redonda,
elevacion convexa, margen entero y superficie lisa (Chiesa et al., 2013). Algunas colonias se
seleccionaron y fueron reaisladas mediante tres repiques consecutivos, posteriormente se
conservo la cepa obtenida como se describe en la Seccidon 3.4. Mediante la amplificacién
especifica del gen xpsD (Chiesa et al., 2013), componente del sistema de secrecion Tipo II
de X. citri, se comprobd que las colonias aisladas pertenecian a esta especie. Las pruebas

de patogenicidad iniciales confirmaron que la cepa A producia sintomas similares a otra



cepa de origen tucumano utilizada como referencia en el laboratorio (X. citri T). Por lo

tanto, de alli en adelante todos los experimentos se realizaron con la cepa de X. citri A,

3.4. Medios de cultivo, condiciones de crecimiento y conservacion de las cepas

bacterianas

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a una temperatura de 121°C
durante 20 min. Para la preparacion de medios sdlidos se agrego agar-agar (Britania,
Argentina) a una concentracion final de 1,5% (p/v). Para las cepas transformadas con el

plasmido pMP2444 los medios fueron suplementados con 10 pg/ml de Gentamicina (Gm).

Los células de Xanthomonas spp. se cultivaron en medio liquido a una temperatura
de 28°C con agitacion (250 rpm) durante 15 a 20 h. Para el almacenamiento o
mantenimiento a corto plazo, las cepas de Xanthomonas se crecieron en medio NYGA o
Cadmus-agar, suplementado con los antibioticos adecuados. Las placas se incubaron en
estufa a 28°C durante 2 dias y se conservaron a 4°C durante 4 semanas. Para la
conservacion y almacenamiento a largo plazo, 800 pl de un cultivo liquido crecido en
NYGB durante 15 a 20 h se mezcl6 con 200 ul de glicerol estéril y luego se conservo a -
80°C (Sambrook et al., 1989). A continuacion se detalla la composicion de los medios de

cultivo utilizados.

Comyposicion de los medios

* Cadmus: medio rico liquido para Xanthomonas (tripteina bacterioldgica, 5
g/l; extracto de levadura, 3 g/l; extracto de malta, 3 g/I; glucosa, 20 g/l) (Cadmus et
al., 1976).

* Cadmus-agar: medio rico sdlidos para Xanthomonas (Cadmus en 1,5%

(p/v) agar-agar).



* NYGB: medio rico liquido para Xanthomonas (tripteina bacterioldgica, 5 g/l1;

extracto de levadura, 3 g/l; glicerol, 20 g/1) (Daniels et al., 1984).

*NYGA: medio rico solido para Xanthomonas (NYGB en 1,5% (p/v) agar-

agar).

3.5. Cuantificacion de la poblacion bacteriana en un cultivo liquido

El numero de células Dbacterianas en cultivo liquido se estimo
espectrofotométricamente, se midié la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm
(DO¢w) y con un camino optico de 1 cm (Spectronick 20GenesysTM spectrophotometer,
Thermo Electron Corporation). Los cultivos densos se diluyeron por un factor de 10 para
obtener una medida precisa. Para Xanthomonas spp., una absorbancia de 0,3 corresponde

aproximadamente a 107 unidades formadoras de colonias por mililitro de cultivo (ufc/ml).

3.6. Preparacion de células electrocompetentes de Xanthomonas spp.

Con el objetivo de preparar células electrocompetentes para transformar con el
plasmido pMP2444, las cepas bacterianas de X. citri y X. aurantifolii se cultivaron a 28°C
con agitacién (250 rpm) durante 15 a 20 h en medio NYGB. Posteriormente, se diluy6 1 ml
del cultivo en 50 ml de medio NYGB y se incubd nuevamente en agitacion a 28°C, hasta
alcanzar una DOew de 0,5. Tras dejar enfriar en hielo durante 15 min, las células se
centrifugaron durante 10 min a 5.000 rpm y a 4°C. El sedimento celular se resuspendi6 en
10 ml de glicerol 10% (v/v) estéril preenfriado. Se repitieron dos rondas de centrifugacion
y resuspension en glicerol. Finalmente, el sedimento se resuspendi6 en 200 pl de glicerol
10% (v/v) estéril y se dividié en tubos eppendorf que se conservaron a -80°C hasta su

utilizacion.



3.7. Electroporacion y seleccion de transformantes

Las células electrocompetentes de X. citri y X. aurantifolii se transformaron por
electroporacién con el plasmido pMP2444 que expresa la proteina verde fluorescente
(GFP, del inglés green fluorescent protein) utilizando la metodologia descripta por do
Amaral et al. (2005). Se colocaron 40 pul en una cubeta de electroporacion estéril (BioRad,
Hercules, EE.UU.) mantenida en hielo y se adicion6 1 ug de plasmido. Inmediatamente se
electropor6 en un electroporador BioRad (Gene Pulser®, EE.UU.) aplicando una
intensidad de campo eléctrico de 12,5 kV/ecm con una duracion del pulso de 2,7 ms. Luego
se agregd 1 ml de medio Cadmus, y se incubd 1 h a 28°C con agitacion, para permitir la
expresion de los caracteres fenotipicos adquiridos, previos a la seleccion con antibidticos.
La seleccion de los clones transformados se realizé por crecimiento de aproximadamente
50 ul de células transformadas en medio Cadmus-agar a 28°C suplementado con el
antibidtico adecuado durante 48 h. Las bacterias transformadas con GFP se utilizaron

luego para los estudios de desarrollo de biofilm y patogenicidad bacteriana.

3.8. Ensayos de patogenicidad de Xanthomonas spp. en condiciones controladas

Se cultivaron células bacterianas en medio Cadmus conteniendo el antibidtico
adecuado, con agitacion permanente a 28°C hasta saturacidn del cultivo. Se centrifugd a
7.500 rpm durante 10 min. El sedimento se resuspendié en una solucion 10 mM MgCl: a

una concentracion de 10% y 107 ufc/ml.

Las plantas de ambos cultivares de mandarino se podaron para forzar la brotacién
en camara de crecimiento bajo condiciones controladas de temperatura. Se seleccionaron
brotes de 5 o mas hojas, que se consideraron de la misma edad. Las inoculaciones de X.
citri para cuantificacion de cancros se realizaron de acuerdo a Stall et al. (1982), inoculando
la bacteria a los 15,18, 22, 25 y 27 dias de seleccionados los brotes, comenzando por la hoja
mas alejada del &pice. Para la inoculacion se utilizaron diferentes métodos segun el

ensayo:



Infiltracidn: se introduce el indculo bacteriano en la cara abaxial de las hojas por
presion mecanica, usando una jeringa de 1 ml sin aguja. La zona infiltrada de la hoja se
delimita con un fibréon indeleble para luego calcular la superficie del area infiltrada. Para
este método se utilizé una concentracion de indculo de 10° ufc/ml. Esta concentracion es la
Optima para monitorear desarrollo de resistencia en hojas de citrus, dado que las lesiones
no confluyen formando “water soaking” y de ésta forma se pueden individualizar y contar

(Stall et al., 1982).

Aspersion: utilizando un atomizador se rocia el indculo sobre la superficie foliar,
principalmente sobre la cara abaxial por su mayor nimero de estomas. Este método de
inoculacion es el que se asemeja mas a lo que ocurre en la naturaleza, ya que las bacterias
solo pueden ingresar al mesofilo por los estomas. Para este método se utilizd6 una
concentracion de inéculo de 10”7 ufc/ml, dado que la cantidad de bacterias necesaria para

que ocurra la infeccion por estomas es mayor (Zubrzycki & Diamante de Zubrzycki, 1987).

Independientemente del método de inoculacién utilizado, las hojas inoculadas se
recubrieron con una bolsa de nylon previamente humedecida con agua estéril para
mantener la humedad relativa del ambiente cerca a la saturacion, y asi favorecer el
desarrollo de la enfermedad. Las plantas se transfirieron nuevamente a la cdmara de
crecimiento en condiciones ambientales controladas, con un rango de temperatura entre 25
y 30°C, humedad ambiente alta y un fotoperiodo de 16 h de luz/ 8 h oscuridad. Todas las
inoculaciones involucraron un minimo de dos brotes por cada planta y cuatro plantas por
cada cultivar y método de inoculacion analizado. El progreso de la enfermedad fue
monitoreado fenotipicamente en tres ensayos biologicos separados y el numero de
cancros/cm? se cuantifico 30 dias post- inoculacion (dpi) usando el programa Image J v
1.41 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.). Los datos fueron analizados

estadisticamente de acuerdo al test t de Student (P< 0,05).

Las inoculaciones con X. aurantifolii en hojas de 18 dias de edad se realizaron
siguiendo la misma metodologia, y la sintomatologia desarrollada se registré utilizando

lupa de fluorescencia (Olympus mvx10 Fluorescence MacroZoom, Japdn).



3.9. Medicion de la poblacion bacteriana en la hoja

Para determinar la poblacion bacteriana, se inocularon hojas de mandarino por los
dos métodos de inoculacién previamente descriptos (Seccion 3.8) y se cortaron discos de
hojas de aproximadamente 1 cm? en la zona inoculada a diferentes tiempos post-
inoculacion. Los discos se sumergieron en 500 pl de una solucion 10 mM MgClz y las
células bacterianas se liberaron a la solucion por la homogenizacion del tejido con un
palillo plastico estéril. Posteriormente, se plaquearon en medio NYGA diluciones seriadas
de la suspension para estimar el tamafio total de la poblacion bacteriana (endofitica y

epifitica). Cada tiempo de toma de muestra se realizé por triplicado.

3.10. Estudios de adherencia bacteriana

La adhesion bacteriana en las caras abaxiales de las hojas de ambos cultivares de
mandarino se evalu0 a través de la tincidon con cristal violeta (Rigano et al., 2007). Para ello,
se crecieron las células de X. citri en las condiciones descritas anteriormente (Seccion 3.4).
Se cortaron discos de hojas de 18 dias de brotacion de los cultivares 'Clemenules' y 'Okitsu’
de aproximadamente 35 mm? que se montaron en cajas de Petri, con la cara adaxial hacia
abajo. Inmediatamente, se agregd sobre los discos de hojas 3 ml del cultivo bacteriano a
una concentracion de 107 ufc/ml. Se incubd sin agitacion a 28°C durante 1, 5 y 24 h.
Cumplido el tiempo de incubacion, los discos de hojas fueron lavados tres veces con H.O
destilada estéril. Posteriormente, se calentaron a 60°C por 20 min para permitir que se fijen
las bacterias adheridas. Los discos de hojas se incubaron durante 45 min utilizando 3 ml de
una solucion de cristal violeta 30% (p/v), y finalmente se lavaron tres veces con H20
destilada estéril para remover el exceso de colorante. La proporcidon de bacterias tefiidas
de color violeta, adheridas a la superficie de la hoja, se examind bajo luz blanca utilizando

un microscopio éptico (BX50F4, Olympus, Japdn).



3.11. Microscopia e imagenes del desarrollo de un biofilm in vivo

Se inocularon hojas de los cultivares de mandarino 'Okitsu’ y 'Clemenules’
utilizando el método de aspersion con la bacteria X. citri-GFP (107 ufc/ml) (Seccion 3.8). A
diferentes tiempos post-inoculacion, se cortaron areas de aproximadamente 1 cm? de la
parte media de las hojas y se montaron sobre portaobjetos con la cara abaxial hacia arriba.
El crecimiento epifitico se monitore6 con un microscopio de fluorescencia (Olympus
BX50F4, Japon) y la formacion de biofilm se examind con un microscopio confocal
invertido (CLSM, del inglés confocal laser scanning microscope, C1 Eclipse TE-2000-E2, Nikon
Instruments Inc.,, Melville, NY, EE.UU.). Mediante el programa Nikon EZ-C1 3.9 Free
Viewer se generaron imagenes tri-dimensionales y secciones. El experimento fue repetido
en tres plantas diferentes para cada cultivar, y se examinaron tres hojas diferentes por

planta.

3.12. Estudio de las caracteristicas histologicas de las hojas
3.12.1. Calculo de la densidad y apertura estomatica

Para calcular el numero de estomas por unidad de superficie se utilizo la técnica de
la impresion de la epidermis (Bastos Segatto et al., 2004). Se colocd una gota de adhesivo
instantdneo universal (cianoacrilato) sobre un portaobjeto. La cara abaxial de hojas de
mandarino se presiond a cada lado de la parte media del foliolo contra el portaobjeto
durante aproximadamente 1 min para facilitar su adhesién al mismo. Una vez seco el
adhesivo, se separd la hoja del portaobjetos quedando la impresion de la epidermis. El
cadlculo de la densidad estomadtica se realizd determinando el nuimero de estomas
observados con microscopio optico (Olympus BX50F4, Japdén) en un drea de 4,34 mm?,
equivalente al didmetro del campo observado con el objetivo de 40X de acuerdo a
Cafiizares ef al. (2003). Por cada cultivar se analizaron 5 hojas, de las cuales se observaron

dos campos seleccionados al azar.



Por otro lado, se realizaron diferentes tratamientos con el objetivo de estudiar la
respuesta estomatica en ambos cultivares de mandarino. Previamente al comienzo de los
experimentos, las plantas se regaron hasta lograr la capacidad de campo, se mantuvieron
en camara de crecimiento con una intensidad de luz de 150 a 200 pE/s/m? 70% de
humedad relativa y un rango de temperatura de 25 a 28°C durante al menos 3 h para
asegurar la apertura de la mayoria de los estomas. Posteriormente, hojas de 18 dias de
brotacion de ambos cultivares se inocularon por aspersion con X. citri en una
concentracion de 107 ufc/ml. Como controles de cierre y apertura estomatica, hojas de otras
plantas se asperjaron con 10 uM 4cido abscisico (ABA) y 10 mM MgCl: respectivamente,
de acuerdo a Melotto et al. (2006). Luego de 1 y 4 horas post-tratamiento (hpt), se
obtuvieron muestras y se procesaron de la forma anteriormente descripta. A partir de las
imagenes obtenidas en el microscopio se cuantifico la amplitud de la apertura estomatica
utilizando el programa Image J v 1.41 (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
EE.UU.). Para cada tratamiento se analizaron 5 hojas, de las cuales se observaron dos
campos seleccionados al azar. Los datos fueron procesados y analizados estadisticamente

de acuerdo al test de Student (P< 0,05).

3.12.2. Analisis de la anatomia foliar mediante microscopia optica

Para analizar las diferentes estructuras histoldgicas de defensa, muestras de hojas de
mandarino fueron fijadas en FAA (10% formaldehido, 5% acido acético, 50% etanol y 35%
agua) (D’Ambroggio de Argiieso, 1986). Las muestras (5x7 mm aproximadamente) se
tomaron a ambos lados de la nervadura central en el punto de maximo ancho de la ldmina
foliar. A continuacion, el material fue deshidratado en series crecientes de etanol: agua
(60:40, 70:30, 80:20, 90:10 y 100:0) y etanol: xileno (75:25, 50:50, 25:75) hasta llegar al xileno
absoluto, proceso que tomd 16 h. El parafinado se realizé embebiendo el material en
mezclas de xileno: parafina durante 24 h a 65°C, en concentraciones crecientes de esta
ultima (75:25, 50:50, 25:75), concluyendo con parafina pura durante 24 h mas (Berlyn &

Miksche, 1976). Las muestras parafinadas fueron cortadas en secciones de 10 pm de



espesor utilizando un micrétomo rotativo Reichert OmS (Reichert Optische Werke AG,
Vienna, Austria) y depositadas en portaobjetos. Los tejidos fueron tefiidos con los
colorantes safranina-fast green y montados en balsamo de Canadd de acuerdo a
Strittmatter (1979) para la realizacion de preparados histologicos permanentes. El
colorante safranina tifie diferencialmente a la lignina (componente de la pared secundaria)
y a la cuticula de color rosado, mientras que el colorante fast green tifie a la celulosa
(componente de la pared primaria y secundaria) de color verde claro o celeste. Finalmente,
los preparados se observaron con microscopio 6ptico (Olympus BX50F4, Japon) para
estudiar la disposicion de los estomas, el grosor de la cuticula, la proporcion de los
diferentes tejidos, y su variacion a medida que la hoja crece. El experimento fue repetido
utilizando material de tres plantas diferentes para cada cultivar y estadio de crecimiento
de la hoja. Estos experimentos se realizaron con la asistencia de la Prof. Alicia Amsler, del
Laboratorio de Morfologia Vegetal y Ambiente, Facultad de Ciencias Agrarias,

Universidad Nacional del Litoral.

3.12.3. Analisis de la anatomia foliar y cambios ultraestructurales inducidos por

X. citri mediante microscopia electronica de transmision

Para observar la morfologia de la epidermis de hojas de los cultivares de mandarina
'Clemenules' y 'Okitsu' y los cambios ultraestructurales inducidos por la inoculacién de la
bacteria, se cortaron trozos de hojas de 2x3 mm a ambos lados de la nervadura central en
el punto de maximo ancho de la ldmina foliar. Las muestras se fijaron durante 24 h a 4°C
en 4% (v/v) de glutaraldehido en buffer fosfato (1,8 g/l NaH2POs; 23,25 g/l Na2HPO4.7H20;
5 g/l NaCl, en agua bidestilada, pH 7,4). Posteriormente, se lavaron con buffer fosfato, se
colocaron en 2% (p/v) tetroxido de osmio, y se deshidrataron en series crecientes de
acetona desde 25 hasta 100%. Las muestras se infiltraron en resina Spurr, se cortaron con
ultramicrotomo (LKB, Bromma, Suiza) utilizando cuchilla de diamante, se contrastaron
con 2% (p/v) acetato de uranilo durante 3 min y con 0,1% (p/v) citrato de plomo durante 1

min. Las observaciones se realizaron en un microscopio electrénico de transmisién JEOL



100CXII (JEOL, Japén) a 80 KV y las imagenes se digitalizaron con una camara CCD
Gatan, modelo ES1000W (Gatan Inc., Pleasanton, CA, EE.UU).

Estos experimentos se realizaron con la asistencia del servicio de microscopia de la
Unidad de Administracion Territorial (UAT), dependiente del Centro Cientifico
Tecnoldgico Bahia Blanca (CCT-CONICET-BB). En las fotografias obtenidas se observaron
las caracteristicas de la epidermis, la estructura de los estomas y el grosor de la capa
cuticular que los recubre. El espesor cuticular se midié en 3 sitios de la epidermis
utilizando el programa Image J v 1.41 (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
EE.UU.). Se analizaron al menos 6 fotografias provenientes de 3 muestras diferentes por
cada cultivar y los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente utilizando el test t

de Student (P<0,05).

3.12.4. Cuantificacion de ceras cuticulares

A fin de cuantificar las ceras cuticulares en hojas de los cultivares 'Clemenules' y
'Okitsu’, se utiliz6 el método descripto por Beattie & Marcell (2002) con algunas
modificaciones. Las hojas de 4 brotes de cada cultivar (aproximadamente 20 hojas en total)
se escanearon y se calculo el drea foliar utilizando el programa Image J v 1.41 (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.). Posteriormente, las hojas de cada cultivar se
colocaron separadamente durante 1 minuto en recipientes de peso conocido con
cloroformo para extraer las ceras cuticulares. Los recipientes se dejaron bajo campana para
evaporar el cloroformo y se pesaron 2 dias después para asegurar la eliminacién completa
del solvente. La cantidad de ceras se expreso por unidad de area foliar, en funcién de los
valores obtenidos previamente. Este procedimiento se repiti6 tres veces para cada cultivar
y estado de desarrollo de las hojas. A los datos obtenidos se les aplico el test t de Student

(P< 0,05).



3.12.5. Medida de la permeabilidad cuticular

Para estudiar la permeabilidad cuticular en hojas de ambos cultivares de mandarino
se uso el método descripto por Bessire et al. (2007) con algunas modificaciones. Porciones
del sector medio de hojas de mandarino se decoloraron en 95% etanol, se equilibraron en
0,2 M NaPO: (pH 9) por 1 h y se incubaron por diferentes tiempos en una solucion 0,05%
(p/v) de azul de toluidina en agua. Esta metodologia supone que una mayor
permeabilidad de la cuticula, permite una mayor penetracion del colorante a los tejidos de
la epidermis y mesofilo y por lo tanto, se observara una mayor coloracion de la muestra.
La permeabilidad de la cuticula fue analizada utilizando un capturador de imagenes
(Molecular Imager® ChemiDoc TM XRS+ Imaging System, BIO-RAD, EE.UU.). Se
utilizaron como muestras de referencia diluciones del colorante y se cuantifico la
permeabilidad con la ayuda del programa Quantity One (BIO-RAD, EE.UU.). El
experimento se realizd por triplicado, utilizando 5 trozos de hojas provenientes de

distintos brotes. A los datos obtenidos se les aplico el test t de Student (P< 0,05).

3.13. Estudio de la expresion génica mediante microdiseccion de la epidermis

abaxial
3.13.1. Preparacion de bloques de parafina

En hojas seleccionadas de los cultivares de mandarino 'Clemenules' y 'Okitsu’ se
cortaron trozos de 2x3 mm a ambos lados de la nervadura central, en el punto de maximo
ancho de la ldmina foliar. Los trozos de hojas se fijaron en methacarn (60% metanol, 30%
cloroformo, 10% &cido acético) en un volumen al menos 10 veces superior al tamario de la
muestra durante 24 h a 4°C (Shibutani et al., 2000). Otros fijadores que se probaron fueron
FAA y etanol-dcido acético (3:1). El tejido fijado, independientemente de la solucién de
fijacién utilizada, se traspaso a tubos de 15 ml y se deshidraté a temperatura ambiente de
acuerdo a Kerk et al. (2003) con algunas modificaciones que se describen a continuacién. Se

utilizé una serie gradual de etanol: agua (75:25, 85:15, 100:0, 100:0 y 100:0), seguida por



una serie de etanol: xileno (75:25, 50:50, 25:75, 0:100, 0:100, y 0:100) permaneciendo el tejido
durante 1 h en cada solucion. Al paso final se le agrego parafina en copos (Paraplast-X-Tra,
Sigma) a temperatura ambiente hasta su fundicion. Posteriormente, las muestras se
llevaron a estufa a 54°C, y se agregd gradualmente parafina liquida a intervalos de 1 h
hasta eliminar por completo al xileno. Las muestras en Paraplast-X-Tra fundida se
posicionaron en moldes de manera de ser cortadas transversalmente. Los bloques de
Paraplast-X-Tra se conservaron a 4°C hasta su utilizacion. En cada etapa del
procesamiento de las muestras se extremaron los cuidados para evitar la accion de las
enzimas ARNasas. Por consiguiente, se utilizd agua tratada con 0,1% (v/v) de

dietilpirocarbonato (DEPC) y material esterilizado en autoclave o estufa.

3.13.2. Aislamiento del ARN de los tejidos fijados

La integridad y cantidad del ARN total del tejido fue evaluada después de cada una
de las etapas de fijacion, deshidratacion e imbibicion en parafina (Secciones 3.15 y 3.16).
Para ello, se tomaron al azar 6 trozos de hojas del tamafio de la tapa de un tubo eppendorf
de 1,5 ml. Las porciones de hojas fijadas o deshidratadas se dejaron secar al aire, mientras
que las embebidas en parafina se desparafinaron colocando las muestras durante 10 min
en xileno. La extraccion de ARN total fue realizada utilizando el reactivo TRIzol Reagent

(Invitrogen, Carlsbad, CA), siguiendo las instrucciones del proveedor.

3.13.3. Microdiseccion por captura laser

Los bloques de parafina se cortaron en secciones transversales seriadas de 10 um con
un micrétomo rotativo (Leica Microsystems, Alemania) y la integridad de los tejidos se
analiz6 a través de miscroscopia (Olympus BX50F4, Japon). Las secciones se ubicaron
sobre portaobjetos de aluminio con membrana de polietileno para microdiseccion (Leica
Microsystems, Alemania), utilizando metanol para facilitar el montaje, y se dispusieron

sobre una placa termostatizada a 50°C bajo campana hasta la evaporacion completa del



metanol. Posteriormente, los tejidos se desparafinaron colocandolos dos veces en xileno

durante 10 min y se dejaron secar bajo campana.

Para la microdiseccion de las células epidérmicas se utilizo un microdisector laser
(Leica LMD6000, Leica Microsystems, Alemania), equipado con un camara digital Hitachi.
A partir de cada bloque de parafina se seccionaron aproximadamente 40.000 células
epidérmicas, equivalentes a 8.000.000 de um? de area de corte. Los parametros de corte
utilizados fueron: magnificacion 20X, potencia 46, apertura 9, y velocidad 11. El tejido fue
diseccionado inmediatamente después de haberse preparado y desparafinado y fue
colectado automaticamente en microtubos de 0,5 ml con tapa adhesiva. La microdiseccion
de cada portaobjeto no se extendid mas alla de 45 min para evitar la degradacién del ARN.
Asimismo, la coleccion de las correspondientes células se realizé en diferentes microtubos
para preservar la integridad del ARN. Finalizada la coleccion de las células, se procedio a
aislar ARN. Para ello, se le adicioné a la tapa de cada microtubo aproximadamente un
tercio de la cantidad de buffer de extraccion especificada por el proveedor del kit Arcturus
PicoPure RNA Isolation (Applied Biosystems, EE.UU.). Los microtubos se mantuvieron a
42°C durante 30 min, luego se centrifugaron a 800 rpm durante 2 min para colectar las
células en la porcidn inferior del tubo y se los conservo a -80°C hasta su procesamiento
final (Kerk et al., 2003). Para ello, se unieron las células microdiseccionadas de 3
microtubos y se siguio6 el protocolo propuesto por el proveedor del kit de extraccion de
RNA antes mencionado. Se procesaron al menos tres réplicas diferentes para cada
tratamiento, provenientes de distintos bloques de parafina. En cada etapa del
procesamiento de las muestras y de la microdiseccidon se extremaron los cuidados para
evitar la accion de las enzimas ARNasas. Se utilizaron guantes de latex, los elementos
usados se limpiaron con alcohol y posteriormente con RNAseZap (Ambion, EE.UU.). Los
portaobjetos, microtubos y platina del microdisector fueron sometidos a radiacion UV en
un crosslinker a maxima potencia durante 30 min para la eliminaciéon de ARNasas. La
cantidad e integridad del ARN obtenido se analizd por electroforesis capilar (Seccion

3.16).



Los trabajos de microdiseccion se realizaron en el Instituto de Biologia Molecular y
Celular de Plantas (IBMCP), Universidad Politécnica de Valencia, bajo la direccion del Dr.
José Gadea; y en el Dipartimento di Scienze Biomolecolari e Biotecnologie, Universita degli

Studi di Milano, Italia, bajo la direcciéon de la Dra. Colombo.

3.14. Estudio de la expresion génica por PCR cuantitativa en tiempo real (qQRT-

PCR)
3.14.1 Aislamiento y purificacion de ARN para qRT-PCR

Para la purificacion de ARN de tejido total, seis hojas de cada cultivar de mandarino
(aproximadamente 5 g) se trituraron en N2 liquido, se agregaron 15 ml de tampodn de
extraccion (200 mM Tris HCI pH 8,5; 200 mM Sacarosa; 30 mM Acetato de magnesio; 60
mM KCI; 0,5% (p/v) PVP; 0,5% Deoxicolato de sodio; 1% SDS; 1% N-lauril sarcosina; 10
mM EDTA) y 350 pl de - mercaptoetanol, éste ultimo fue agregado inmediatamente antes
de su uso. Luego de una agitacion vigorosa, el homogenizado se trasvasé a un tubo falcon
de 50 ml y se agregd 15 ml de fenol-Tris HCl pH 8. Después de la centrifugacion (10.000
rpm a 4°C durante 15 min), la fase acuosa se transfirié a un tubo limpio y se agregaron 15
ml de una solucién fenol: cloroformo (1:1). La mezcla se centrifugo a 10.000 rpm a 4°C
durante 15 min y la fase acuosa se recolecté para un nuevo tratamiento con 15 ml de
cloroformo, el cual fue centrifugado nuevamente en las mismas condiciones antes
mencionadas. Los 4cidos nucleicos totales fueron precipitados con 1/10 v de 3 M Acetato
de sodio pH 4,8 y 2,5 v de etanol absoluto y colectados por centrifugacion a 10.000 rpm
durante 15 min. El pellet fue lavado y disuelto en 10 ml de H2O destilada estéril tratada
con DEPC. A continuacién, se realizd6 una precipitacion diferencial de polisacaridos
contaminantes mediante el agregado de Acetato de amonio pH 5,2 hasta una
concentracion final de 0,1 M (aproximadamente 2 ml) y etanol absoluto a una
concentracion final de 10% (1,2 ml). La muestra fue agitada suavemente, incubada en hielo
durante 10 min y centrifugada a 10.000 rpm a 4°C durante 15 min. El sobrenadante (~ 10

ml) fue transferido a un tubo falcon de 15 ml estéril. Se adicion6 LiCl al sobrenadante a



una concentracidon final de 2 M para precipitar selectivamente los ARN de alto peso
molecular y se incubd toda la noche a 4°C. El sedimento fue centrifugado a 10.000 rpm a
4°C durante 30 a 45 min, lavado con 70% etanol absoluto, secado a 37°C durante 5 min y
resuspendido en 50 ul de agua estéril tratada con DEPC. Los ARNs purificados, cuyo

rendimiento fue de aproximadamente 5 pg/pl, se conservaron a -80°C.

3.14.2. Tratamiento del ARN total con ADNasal

Los ARNSs totales fueron tratados con ADNasal libre de ARNasa, para lo cual se

utilizé RQ1 (Promega, Alemania) segtin el siguiente protocolo:

ARN 4ug
Buffer DNasel 2ul
RQ1 (Promega) 1l
H:0 cantidad suficiente para (c.s.p.) 20 pl

La mezcla se incubd 30 min a 37°C. A continuacién para inactivar la enzima se

agregd 1 ul de DNase Stop Solution (Promega, Alemania) y se incubd 10 min a 65°C.

3.14.3. Sintesis de ADNc a partir del ARN tratado con ADNasal

Para llevar a cabo los experimentos de qRT-PCR se utilizaron muestras de ARN total
de alta pureza obtenidas como se describio en las Secciones 3.14.1 y 3.14.2. Para la sintesis

de la primera hebra de ADNCc se siguio el siguiente protocolo:

ARN (~1 pug/ul) 5 ul
dNTPs 25 mM 0,4ul
Oligo dT 0,5pg/ul 1ul

H20 c.s.p. 14 ul



La mezcla de reaccion se incubd a 65°C durante 5 min. A continuacion se incubd en

hielo durante 1 min y se agregaron los reactivos restantes:

5X First-Strand Buffer 4 ul
DTT 0,1 M 1pl
RiboLock (Fermentas) 0,5 ul
M-MLV RT (Invitrogen) 0,5 ul

La mezcla de reacciéon se incubd a 38°C durante 50 min y se agregd otro paso de

incubacién a 70°C durante 15 min para inactivar a la enzima.

dNTPs 25 mM: mezcla de dATP, dCTP, dGTP y dTTP a una concentracién de 25

mM cada uno.

RiboLock: Inhibidor de ARNasa A, B y C para impedir la degradacion del molde de
ARN (Fermentas, Canada).

DTT (Ditiotreitol): Agente reductor (Invitrogen, EE.UU.).

5x First-Strand Buffer: 250 mM Tris-HCl pH 8,3; 375 mM KCl; 15 mM MgClz
(Invitrogen, EE.UU.).

M-MLV RT (del inglés, Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase):

Transcriptasa reversa, 200 U/ul (Invitrogen, EE.UU.).

3.14.4. Cebadores y condiciones térmicas para qRT-PCR

Para el disefio de cebadores se utilizd la secuencia gendmica del mandarino Citrus
clementina, disponible en el sitio Phytozome (www.phytozome.net; Goodstein et al., 2012).

A partir de la secuencia proteica del gen de interés en Arabidopsis, se buscd la secuencia en


http://www.phytozome.net/

el genoma de C. clementina que presentaba mayor identidad. Sobre ésta, se disefiaron los

cebadores utilizando el Programa Primer 3 v 0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0;

Untergrasser et al., 2012). Los cebadores utilizados en este estudio estan detallados en la

Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Cebadores y condiciones térmicas de qRT-PCR. Las reacciones de qPCR fueron

iniciadas con un ciclo de desnaturalizacion inicial de 2 min a 94°C. Cada uno de los 40 ciclos de

amplificacion incluyd una desnaturalizacidon de 15 seg a 94°C y una elongacién de 45 seg a 72°C. Al
finalizar la reaccién se llevo a cabo una curva de fusion para evaluar la especificidad del producto

amplificado.
Gen

HISTONA
H4

CER1

CER3

CER4

CER6

CER7

MAH1

WSDL

LACS1

LACS2

CYP86A

GPAT4

Cebador

HA4f
H4r
CER1f
CER1r
CER3f
CER3r
CER4f
CER4r
CER6f
CERér
CER7f
CER7r
MAH1f
MAHI1r
WSDL{
WSDLr
LACSI1f
LACSIr
LACS2f
LACS2r
CYP86Af
CYP86Ar
GPAT4f

Secuencia (5" a 3")

AGGCAAGGGATTGGGAAAGG
AGAGCGTAAACGACGTCCATC

CCACAGTTTCCACCAAATGA
CGTAACCACATTCGTGTTCG
CAAGCAGCTCAACATTCCAA
ATTGTCAGGCAATCTCATGG
GCTTCCTTGGAGACGTGAAG
CGGTAGGCGTAATCCTGAAG
AGCTCGTAATCTTCTCCGCC
TGCAGCCCATACCCGAAAG
TAGGAGGCCTGAATGCTCAC
GCTTCTTCGTGGTGAGTTGG
TACGCTGCCACACCTTCTTC
TTGAACTCTGGCCCTTTCGG
AAGGTGGACCAGGAGTTGAG
ATGCAGATACCGCGAGAGAG
CTGTCTTTCCTGCCTCTTGC
CCGCTAGAAGTGTTGGCTTC
GGTGTCAATCCTGGAGATCG
ATGAACTCCACCGCATTAGC
TATCTGTGCAATCCCCTTCC
GCCTTCACCAAGCAGATCAT
ACGATGGCCGTCTAGTTCAG

Temperatura  Tamafio
y tiempo de de Referencia
hibridacion  producto
Shiotani et
57°C 30 seg 268 pb
al. (2007)
57°C 30 seg 196 pb  Este trabajo
Matas et al.
60°C 30 seg 171 pb
(2010)
57°C 30 seg 181 pb Este trabajo
57°C 30 seg 186 pb Este trabajo
60°C 30 seg 174 pb  Este trabajo
57°C 30 seg 198 pb  Este trabajo
-------- 153 pb  Este trabajo
57°C 30 seg 145 pb Este trabajo
57°C 30 seg 140 pb  Este trabajo
57°C 30 seg 154 pb Este trabajo
57°C 30 seg 200 pb  Este trabajo


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

GPAT4r CCCACTAGATGGAGCAGGAG

GDSLf GTATGGATTGGGAGCAAGGA Matas et al.
GDSL 57°C 30 seg 240 pb
GDSLr GGGGACTGGACAAGTTCAAA (2010)
MYB30f ACCTAAGGCCAGGGATCAAG
MYB30 e 183 pb  Este trabajo
MYB30r GTTGCAGCTTCCTCACCTTC
WIN1f GTCATCACCAACGGAGAAGG
WIN1 57°C 30 seg 124 pb Este trabajo
WIN1r TGAGGGATGGAGATGGAGAC
ABCf CCAAAGCTTAAGGGTGAGGA Matas et al.
ABC 57°C 30 seg 179 pb
ABCr CTTCTGGCGAAAACTCTGTG (2010)

CER1, eceriferum 1; CER3, eceriferum 3; CER4, acil-CoA reductasa; CER6, [3-cetoacil-CoA sintasa
KCS6/ eceriferum 6; CER7, factor de transcripcion ribonucleasa 7; MAH1, hidroxilasa de alcanos
MAH]1; WSDL, sintasa de ceras; LACS1 y LACS2 sintetasa de acidos grasos de cadena larga 1y 2,
respectivamente; CYP86A, oxidasa de acidos grasos dependiente del citocromo P450 de la
subfamilia CYP86A2/ATT1; GPAT4, glicerol-3-fosfato acil-CoA aciltransferasa 4, GDSL, lipasa de la
familia GDSL; MYB30, factor de transcripcion MYB30; WIN1, factor de transcripcion inductor de
ceras 1; ABC, transportador ABC dependiente de ATP.

3.14.5. PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo utilizando Mezcla Real® en
presencia de Eva green (Biodynamics, Argentina) y fueron monitoreadas por PCR en
tiempo real en un termociclador Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Alemania). Las

reacciones se llevaron a cabo segtn el siguiente protocolo:

ADNCc (dilucion 1/10) 5ul
Mezcla Real 2X 10 pl
Mezcla de cebadores 5 uM 1-4 ul
H20 c.s.p. 20 ul

Para las cuantificaciones se utilizd como control interno un amplicon de 268 pb,

correspondiente a la HISTONA H4 de Citrus jambhiri (GenBank: AB050889) que fue



amplificada usando los cebadores H4f/H4r (Tabla 3.3; Shiotani et al., 2007). En cada caso,
se analizaron las curvas de temperatura de fusion (Tm) con el proposito de descartar
amplificaciones no especificas. La expresion relativa de los transcriptos de ARN fue
calculada usando los valores del ciclo umbral (Ct, del inglés Cycle threshold) obtenidos para
cada muestra con la siguiente ecuacion: expresion relativa =2-24t, siendo AACt = (Ct gen blanco
Okitsu' = Ct gen blanco ‘Clemenules’) - (Ct histona H4 ‘Okitsw' = Ct histona Ha ‘Clemenutes’) (Livak y Schmittgen, 2001).
Las muestras provenientes de hojas de 'Clemenules' se utilizaron como muestras de
referencia. Los resultados fueron normalizados contra la expresion del gen enddgeno
HISTONA H4. Los valores promedios fueron calculados de experimentos realizados por

duplicado.

3.15. Determinacion de la concentracion de acidos nucleicos

La concentracion de los acidos nucleicos fue determinada espectrofotométricamente
(Sambrook ef al., 1989). Para determinar la concentracion de ARNs se midio la absorbancia
a 260 y 280 nm, utilizando un espectrofotémetro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech,
Amersham). La relacion de las lecturas a 260/280 debe ser alrededor de 2 para muestras de
ARN. Una absorbancia de 1 a 260 nm y con un camino éptico de 1 cm, corresponde a 40

ug/mL para ARN.

3.16. Electroforesis de ARN en geles de agarosa

La separacion de las moléculas de ARN se realizd por electroforesis en geles de
agarosa utilizando el sistema tipo submarino (Sambrook et al., 1989). Los geles se
prepararon en solucion tampén 1x TAE conteniendo 0,3 pg/uL de bromuro de etidio. La
concentracion de agarosa utilizada fue de 0,8% (p/v). Las muestras se sembraron
utilizando solucién de siembra en una proporcidon 6:1 (muestra de ARN: solucién de
siembra). Las corridas electroforéticas se realizaron entre 60 a 100 mA en solucion tampon

1x TAE. Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron observadas bajo luz UV (300



nm). Las imagenes fueron digitalizadas utilizando un capturador de imagenes (Molecular
Imager® ChemiDoc TM XRS+ Imaging System, BIO-RAD, EE.UU.) y el programa
Quantity one (BIO-RAD, EE.UU.).

Composicion de las soluciones:

Solucién tampoén 1x TAE (pH 8,0) Solucién de Siembra

Tris-Acetato 40 mM Azul de bromofenol 0,25%

EDTA 1 mM Xileno-cianol 0,25%
Glicerol en H20 30%

Por otro lado, la integridad y cantidad de ARN de las muestras microdiseccionadas
y de las obtenidas luego de cada uno de los pasos intermedios de fijacion, deshidratacién e
imbibicion en parafina (Secciones 3.13.2 y 3.13.3) se analiz6 por electroforesis capilar en
un Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies Inc., EE.UU.), utilizando el kit RNA
6.000 Pico LabChip (Agilent, EE.UU.).



4. Resultados y Discusion




Capitulo |

Analisis de la interaccion entre X. citri y los
cultivares de mandarino 'Clemenules' y 'Okitsu’

a campo y bajo condiciones controladas



4.1.1. Resumen

El Censo Nacional Agropecuario (2002) registr6 solo 504 ha de frutales citricos en la
provincia de Santa Fe, principalmente naranjas (78%) y mandarinas (19%). La zona central
de la provincia de Santa Fe presenta condiciones agroecoldgicas adecuadas para la
produccion de citricos, aunque para extender la produccion de estos frutales, es necesaria
la difusion de los conocimientos de adaptacion de los diferentes cultivares, asi como la
informacion referente al comportamiento frente a las enfermedades mas importantes de
los citricos. En relacion a este punto, la cancrosis de los citricos es una de las enfermedades

que mayores dafios causa en las plantaciones de la provincia.

Entre todas las medidas de manejo aplicables a la cancrosis bacteriana de los citricos,
el cultivo de genotipos resistentes es la mejor solucion a largo plazo (do Amaral et al.,
2010; Viloria et al., 2004). Afortunadamente, existen diferencias de susceptibilidad entre las
especies y cultivares del género Citrus (Gottwald et al., 2002). Especificamente, entre los
genotipos de mandarino ha sido reportado que el cv. 'Okitsu’ es mas resistente al
desarrollo del cancro que el cv. 'Clemenules’, (do Amaral et al., 2010; Gottwald et al., 2002;
Shiotani et al., 2008; Shiotani et al., 2009), aunque los mecanismos involucrados en esta
resistencia diferencial son desconocidos. En la zona centro-este de la provincia de Santa Fe
también se han notado a campo grandes diferencias en susceptibilidad a cancrosis entre
estos cultivares, que de acuerdo a su produccion y calidad de frutas resultaron ser los mas

adaptados a la region, entre varios genotipos de mandarino evaluados (Micheloud, 2013).

En el presente Capitulo se describen los resultados obtenidos en el andlisis de la
interaccion entre X. citri y estos dos cultivares de mandarino tanto a campo como en
camara de crecimiento. Para ello se plantearon los siguientes objetivos: i) Realizar
mediciones a campo de Incidencia y Severidad en los cultivares de mandarino
'Clemenules' y 'Okitsu’ para caracterizar las diferencias de comportamiento a cancrosis; ii)
Realizar pruebas de patogenicidad en hojas de distinta edad de ambos cultivares de

mandarino, en condiciones controladas y por diferentes métodos de inoculacién, para



determinar cudl de éstos reproduce mejor las diferencias de comportamiento a la
enfermedad observadas a campo; iii) Analizar la adherencia y formacion de biofilm de X.
citri en hojas de los cultivares de mandarino 'Clemenules' y 'Okitsu’; iv) Caracterizar la
interaccion de ambos cultivares con otro genotipo de Xanthomonas formadoras de

cancro/HR en citricos.



4.1.2. Resultados

4.1.2.1. Las evaluaciones a campo demuestran que las hojas de 'Okitsu’ presentan

un menor periodo de susceptibilidad a X. citri

En los citricos, el periodo de maxima susceptibilidad a X. citri ocurre entre los
estados fenologicos BBCH 15 y BBCH 19 correspondientes a un 50 y 100% de expansion de
las hojas (Agusti et al., 1997, Gottwald et al., 2002). Estos estados fenoldgicos se
monitorearon en plantas de los cv. 'Okitsu’ y 'Clemenules' a campo, entre septiembre y
noviembre de los afios 2009 y 2010, en ramas seleccionadas durante la brotacion
primaveral (Figura 4.I.1 A). Notablemente, la duracion del periodo transcurrido entre
BBCH 15 y BBCH 19 en los brotes de 'Clemenules’ fue de 16 (en 2009) y 10 (en 2010) dias

mas largo en comparacion con lo observado en los brotes de 'Okitsu’ (Figura 4.1.1 B).

A fin de relacionar estos datos fenoldgicos con la susceptibilidad a la infeccion por X.
citri a campo, en diciembre de cada afio se efectuaron mediciones de cancrosis en las ramas
seleccionadas (Figura 4.1.1 A). En el verano de 2009, la incidencia promedio de cancrosis
en hojas de 'Clemenules' fue 10 veces mayor en comparacion con la del cv. 'Okitsu’. La
misma tendencia se observé en el 2010, alcanzando registros de 11 veces superiores en el
cv. 'Clemenules’ (Figura 4.1.1 C). Es de destacar, que durante este afio la incidencia de la
enfermedad en ambos cultivares fue menor que la del afio anterior. Estos resultados se
correlacionan con una drastica reduccion de las lluvias caidas durante la primavera y
comienzos de verano, en comparacion con el promedio del drea central de la provincia de

Santa Fe y con las precipitaciones ocurridas en el afio 2009 (Tabla 4.1.1).

La severidad promedio fue la variable mas apropiada para mostrar las diferencias
entre cultivares, siendo 26,6 y 18 veces superior en 'Clemenules' que en 'Okitsu' durante
los afos 2009 y 2010, respectivamente. Por otro lado, la severidad maxima fue 4,7 y 2,8
veces superior en 'Clemenules' durante el mismo periodo de tiempo (Figura 4.1.1 B). Estos
resultados confirman que los brotes de 'Okitsu' son mas resistentes a la infeccién por X.

citri a campo. Por otra parte, los resultados presentados sugieren que la menor duracién



del periodo de susceptibilidad a la infeccion por X. citri en los brotes de este cultivar
podria ser uno de los factores que contribuye a la mayor resistencia al cancro bacteriano

bajo condiciones de campo.
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Figura 4.1.1. Mediciones a campo de la fenologia de dos cultivares de mandarino, e incidencia y
severidad de la cancrosis bacteriana. A- Durante la primavera de los afios 2009 y 2010 se



seleccionaron cuatro ramas jovenes y sanas a 1,5 m de altura distribuidas en los cuatro cuadrantes
de la copa de los arboles. B- Estados fenologicos registrados en brotes primaverales de las ramas
seleccionadas, de acuerdo a la escala Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt and Chemical
industry (BBCH) para citricos. C- Incidencia y severidad de cancrosis. La incidencia se calculé como
la proporcion de las hojas sintomaticas sobre el total de hojas examinadas en diciembre de cada
ano. La severidad se evalu6 en el mismo momento en las 5 hojas mas afectadas de las ramas. Los
sintomas se registraron mediante fotografias digitales y las fotos presentadas son representativas
del promedio encontrado para cada parametro. Los valores estan expresados como la media + el
desvio estandar. Medias seguidas por diferentes letras en la misma linea y afio de evaluacién
difieren significativamente (Test t de Student, P<0,05). Se usé un disefio completamente al azar, con
ocho repeticiones por cultivar.

Tabla 4.1.1: Temperatura media mensual y precipitaciones histéricas en comparacion con las
registradas durante la primavera y comienzos de verano de los afios 2009 y 2010 en la region
central de la provincia de Santa Fe. Los datos climaticos historicos son el promedio de 30 afios de
registros, obtenidos de la Estaciéon Meteorologica del Aeropuerto Sauce Viejo (31°7' S; 60°81' W; 17
msnm), Santa Fe, Argentina. Los datos de los afios 2009 y 2010 fueron obtenidos de la Estacion
Meteoroldgica automatica de la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional del Litoral.

Meses Septiembre Octubre Noviembre Diciembre
Promedio Historico Zonal
Temperatura media (°C) 16 19,5 21,9 249
Precipitaciones (mm) 45,1 103,6 125,7 132,5
Ano 2009
Temperatura media (°C) 14,4 20,2 24,4 23,7
Precipitaciones (mm) 88 87 191 287
Ano 2010
Temperatura media (°C) 16 19 23,3 25,7
Precipitaciones (mm) 34 30 47 99

4.1.2.2. La resistencia a cancrosis se “quiebra” cuando las hojas de 'Okitsu’ son

inoculadas con X. citri por el método de infiltracion

Con el objetivo de determinar si el método de inoculacion posee efecto sobre la
susceptibilidad diferencial a cancrosis entre ambos cultivares de mandarino, se realizaron
ensayos de patogenicidad en cdmara de crecimiento. Para estos estudios se seleccionaron
brotes nuevos de aproximadamente 1 cm de tamafio y con al menos 5 hojas. Se considerd

que las hojas del mismo brote poseian la misma edad ontoldgica. Cada hoja del brote



seleccionado, comenzando por la mas alejada del apice, fue inoculada con X. citri a los 15,

18, 22, 25 y 27 dias de edad, respectivamente (Stall et al., 1982) (Figura 4.1.2).

La suspension bacteriana fue inoculada por dos métodos contrastantes: infiltracion
(10° ufc/ml) y aspersion (107 ufc/ml). Mediante la infiltracion se introduce el indculo
bacteriano directamente en el mesoéfilo de las hojas traspasando todas las barreras
superficiales de las hojas, lo cual en el campo ocurre cuando el ingreso se da a través de
heridas; mientras que mediante la aspersion se pulveriza el indculo sobre la cara abaxial
de las hojas, simulando el efecto de la dispersion por lluvias e ingreso por estomas que

ocurre en la naturaleza (Rigano et al., 2007).

Los sintomas de la enfermedad se cuantificaron a los 30 dias post-inoculacion (dpi).
La severidad, medida como el nimero de cancros por unidad de &rea, no presentd
diferencias significativas entre los cultivares 'Clemenules' y 'Okitsu' luego de la
inoculacion de X. citri via infiltracion (Figura 4.I.2 A). En ambos cultivares el niimero
maximo de lesiones se observo en las hojas inoculadas por el método de infiltracion a los
15 dias (13 lesiones/cm? en promedio), decreciendo con la edad de la hoja hasta
aproximadamente 6 lesiones/cm? en hojas inoculadas a los 27 dias de edad (Figura 4.1.2 A).
Por otro lado, cuando la bacteria fue inoculada via aspersidn, se observé una reduccion en
la severidad de cancrosis en ambos cultivares. Notablemente, la reduccion en el nimero
de cancros fue significativamente mayor en el cv. 'Okitsu’ que en 'Clemenules' en todos los
estados de desarrollo analizados, excepto en hojas inoculadas a los 27 dias de edad. Por lo
tanto, las maximas diferencias entre cultivares se encontraron en hojas inoculadas en el
periodo comprendido entre los 15 y 22 dias de edad, y decrecieron a medida que las hojas

se desarrollaron (Figura 4.1.2 B).

Para cuantificar el crecimiento bacteriano en el periodo de maxima susceptibilidad
del brote de ambos cultivares de mandarino, es decir, brotes de 18 dias de edad, se
inocularon hojas de ambos cultivares con suspensiones bacterianas de X. citri. Cuando el
inoculo fue infiltrado (10° ufc/ml) en el tejido del mesofilo, X. citri aumentd su poblacion

gradualmente en ambos cultivares después del primer dia post-inoculacién



incrementandose en 5 érdenes de magnitud al final de las 2 semanas de monitoreo (Figura
4.1.3 A). Estos resultados concuerdan con los sintomas mostrados en las fotografias de las
hojas de ambos cultivares a los 20 dpi (Figura 4.1.3 A). Sin embargo, cuando las hojas
fueron inoculadas por aspersion (107 ufc/ml), se encontraron diferencias sustanciales en el
patrén de crecimiento bacteriano entre ambos cultivares. La poblacion de X. citri en
'Clemenules' se multiplicéd constantemente por mas de 3 érdenes de magnitud a lo largo
del periodo de monitoreo. Por el contrario, en 'Okitsu' la poblacion bacteriana decreci6
constantemente luego del tercer dia post-inoculacion, y no se recuperaron bacterias luego
de 15 dpi (Figura 4.1.3 B). Los sintomas de cancrosis a los 20 dpi se manifestaron
claramente en 'Clemenules’, mientras que en 'Okitsu’' se desarrollaron menos de tres

lesiones, tal como se muestra en las fotografias de las hojas de la Figura 4.1.3 B.
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Figura 4.1.2. Analisis de patogenicidad de Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri) en hojas de
mandarinos, cvs. 'Clemenules’ y 'Okitsu’ bajo condiciones controladas. Se seleccionaron brotes
nuevos de aproximadamente 1 cm de tamafio y con al menos 5 hojas. Cada hoja del brote
seleccionado, comenzando por la mas alejada del apice, fue inoculada con X. citri a los 15, 18, 22, 25
y 27 dias de edad, respectivamente. Las suspensiones bacterianas se prepararon en una solucion de
10 mM MgClzy se inocularon en las hojas usando dos métodos de inoculacién: A- Infiltracion (103
ufc/ml) y, B- Aspersion (107 ufc/ml), respectivamente. Los valores estan expresados como la media +
la desviacion estandar. Los datos marcados con asterisco difieren significativamente entre ambos



cultivares de acuerdo al test t de Student, P< 0,05. Todas las inoculaciones involucraron como
minimo dos brotes por cada planta, y cuatro plantas para cada cultivar y método de inoculacién. El
progreso de la enfermedad se monitoreo fenotipicamente en tres ensayos biologicos separados y se
cuantificaron los cancros/cm? 30 dias post-inoculacion (dpi), usando el programa Image J software v
1.41 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Estos resultados sugieren que las barreras constitutivas de la superficie de la hoja del
cv. 'Okitsu’ protegen a la planta de la infeccidon por X. citri. Como fue mostrado en la
Figura 4.1.2, las diferencias en comportamiento entre cultivares son maximas cuando las
hojas son inoculadas por aspersiéon y preferentemente en estadios tempranos del
desarrollo de la hoja, sugiriendo que estas barreras se forman mas rdpido en el cultivar
'‘Okitsu’. En concordancia, el desarrollo fenoldgico a campo en este cultivar es mas rapido

que el de 'Clemenules’, como fue previamente demostrado (Figura 4.1.1).
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Figura 4.1.3. Crecimiento de la poblaciéon bacteriana en cultivares de mandarino durante el
periodo de maxima susceptibilidad a cancrosis. Crecimiento in planta de Xanthomonas citri subsp.
citri (X. citri) en hojas de 18 dias de edad y desarrollo de sintomas inducido por la bacteria
inoculada por: A- Infiltraciéon (10% ufc/ml), y B- Aspersion (107 ufc/ml). Los valores estan expresados
como la media + el desvio estandar de tres replicados bioldgicos independientes, cada uno obtenido
a partir de tres medidas separadas de la poblacién bacteriana en cada cultivar. Las lineas negras
punteadas muestran el area de la hoja infiltrada.



4.1.2.3. X. citri no es capaz de formar una estructura de biofilm sobre la

superficie de las hojas de 'Okitsu’ durante el periodo de maxima susceptibilidad

El ingreso del patdgeno al tejido vegetal es un paso critico para desencadenar la
infeccion. Ha sido demostrado que X. citri crece en forma epifitica sobre la superficie de las
hojas hasta que se den las condiciones 6ptimas para poder ingresar al espacio intercelular
a través de los estomas y colonizar el tejido (Rigano et al.,, 2007). Este crecimiento esta
acompanado por la formacion de biofilms, que es el primer paso en el desarrollo del

cancro.

Para que un biofilm se desarrolle se requiere de la adhesion de las células a un
substrato biotico, y de la comunicacion entre las bacterias, lo cual permite el inicio de la
formacion de pequefias microcolonias (Branda et al., 2005; Parsek & Fuqua, 2004; Vojnov &
Marano, 2014). El desarrollo de estas biopeliculas requieren de una serie de pasos
altamente regulados, donde influyen factores fisicos, ambientales y biologicos (Camilli &

Bassler, 2006).

Los andlisis de patogenicidad comparando diferentes métodos de inoculacion,
sugieren que las caracteristicas o propiedades de la superficie de la hoja de 'Okitsu' son
responsables de la mayor resistencia a X. citri. En base a estas consideraciones, se
realizaron estudios de adherencia, crecimiento epifitico y formacion de biofilm de X. citri

sobre la superficie de las hojas de ambos cultivares.

Para evaluar la capacidad de adhesion de las bacterias a la superficie foliar de
'Clemenules' y 'Okitsu’, se incubaron a 28°C discos de hojas de 18 dias de desarrollo con X.
citri (107 ufc/ml), de acuerdo a Rigano et al. (2007). Después de 1, 5y 24 h de incubacion, las
bacterias adheridas fueron reveladas por tincion con cristal violeta. En este estudio se
pudo observar que al comienzo de la interaccion planta-patégeno (1 y 5 h) no hay
diferencias entre ambos cultivares. Sin embargo, la adherencia de X. citri se incrementd
significativamente en 'Clemenules' luego de 24 h de incubacion (Figura 4.1.4 A),

particularmente en los sitios de union entre las células epidérmicas y alrededor de las



células oclusivas de los estomas, los cuales representan la principal via de ingreso de X.
citri.

Por otro lado, se investigd la habilidad de X. citri de desarrollar biofilms en la
superficie de las hojas. Para ello, se inocularon por aspersion con la cepa de X. citri
transformada con GFP (X. citri-GFP, 10° ufc/ml) hojas de 18 dias de edad de ambos
cultivares y se monitored el crecimiento bacteriano durante 10 dias utilizando microscopia
de fluorescencia y confocal. A tiempos tempranos post-inoculacion (3 dpi) la colonizacion
bacteriana fue semejante en ambos cultivares, y sélo se observaron microcolonias
bacterianas en sitios protegidos alrededor de los estomas y en las uniones entre las células
epidérmicas (datos no mostrados). Sin embargo, la poblacion epifitica de X. citri-GFP en
'Clemenules' se incrementé marcadamente a los 5 dpi y durante todo el periodo de
seguimiento (Figura 4.1.4 B). A los 7 dpi, las uniones entre las células epidérmicas y los
estomas fueron colonizados totalmente por agregados de la bacteria en este cultivar. Para
confirmar si X. citri-GFP estaba conformando una estructura de biofilm en 'Clemenules’, se
observaron muestras a los 7 dpi utilizando microscopia confocal, con el fin de realizar
proyecciones tridimensionales. En las hojas de 'Clemenules' las proyecciones de los ejes ZX
mostraron la formaciéon de microcolonias compactas con una estructura tridimensional
similar a biofilm (Figura 4.1.4 C). Por el contrario, la poblacion epifitica de X. citri-GFP
permanecio estable en 'Okitsu’, y no se observaron microcolonias o estructuras complejas

luego de 7 dpi (Figura 4.4.1. By C).

En su conjunto, estos resultados sugieren que las diferencias en las propiedades de la
superficie de las hojas entre ambos cultivares de mandarino influencian el crecimiento
epifitico, la adherencia y la formacion de biofilm de X. citri en cada cultivar.
Especificamente, la superficie de las hojas de 'Okitsu' parece interferir con factores
bacterianos que son claves para la colonizacion de X. citri y el posterior establecimiento de
la enfermedad, cumpliendo una funciéon de barrera de defensa primaria frente al

patdgeno.
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Figura 4.1.4. La superficie de las hojas de 'Okitsu’' influencia el crecimiento epifitico y la
formacion de biofilm de Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri). A- Adherencia de X. citri a la
superficie abaxial de hojas de 18 dias de edad evidenciada por la tincion bacteriana con cristal
violeta luego de 1, 5 y 24 h de incubacién. Las células adheridas a la superficie de la hoja fueron
observadas bajo microscopio 6ptico. B- Crecimiento epifitico de X. citri-GFP en hojas de 18 dias de
edad asperjadas con la bacteria y monitoreadas con microscopio de fluorescencia. C- Formacién de
biofilm de X. citri-GFP en hojas de 18 dias de edad asperjadas con la bacteria y monitoreadas con
microscopia confocal. Las secciones de los paneles superiores se muestran magnificadas en los
paneles inferiores. El rojo indica autofluorescencia de la clorofila y el verde, bacteria transformada
con GFP. XY y ZX son proyecciones de los ejes XY y ZX, respectivamente. La proyeccion del eje ZX
muestra el desarrollo de los biofilms en altura. Barras: 50 pm. e: estoma; dpi: dias post-inoculacion.
Los experimentos fueron repetidos en al menos tres plantas diferentes y se examinaron tres hojas

por planta.



4.1.2.4. Las barreras de defensa primarias de 'Okitsu’ también protegen a la
planta del ingreso de la cepa avirulenta Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii

tipo C

La bacteria Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (X. aurantifolii C)
desencadena una HR asociada a la muerte celular del tejido inoculado en hojas de todas las
especies de citricos, excepto en Citrus aurantifolia (Chiesa et al., 2013). Esta respuesta de
defensa esta asociada con la percepcidén y reconocimiento del patdgeno a través de su

interaccion con las células del mesofilo (Cernadas et al., 2008).

Para profundizar cudl es el rol de las barreras superficiales de las hojas de los
cultivares estudiados en la defensa a otro genotipo de Xanthomonas formadora de
cancro/HR en citricos, se inocularon por aspersion e infiltracion hojas de 18 dias de edad
con suspensiones de la cepa de X. aurantifolii C transformada con GFP (X. aurantifolii C-
GFP). Siete dias luego de la infiltracion, se visualizé una tipica HR en ambos cultivares,
que se manifestd claramente por la necrosis de la zona infiltrada y por la ausencia de la
fluorescencia verde de la bacteria transformada con GFP (Figura 4.1.5A). Por otro lado, la
aspersion de X. aurantifolii C-GFP produjo lesiones aisladas tipo HR en toda la superficie
de la hoja de 'Clemenules' luego de 15 dpi, mientras que no se detectaron lesiones durante
todo el periodo de seguimiento en 'Okitsu' (Figura 4.I.5B). En paralelo, se realizo un
experimento control con la cepa de X. citri transformada con GFP (X. citri-GFP). Pasados 7
dias de la inoculacidén, en ambos cultivares se observo una extendida fluorescencia verde
en el drea infiltrada de ambos cultivares (Figura 4.1.5A). Sin embargo, luego de 15 dias de
la aspersion, el desarrollo de los sintomas de cancrosis y la fluorescencia verde de X. citri-
GFP solo fueron observados en las hojas inoculadas de 'Clemenules' (Figura 4.1.5B). Estos

resultados concuerdan con los previamente presentados en la Figura 4.1.3B.

Los resultados obtenidos sugieren que las defensas primarias de 'Okitsu’ podrian
actuar como una barrera frente al ingreso de Xanthomonas spp., y en consecuencia la
resistencia se lograria sin el requerimiento de la muerte celular programada de la célula

hospedadora.
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Figura 4.1.5. La superficie de las hojas de 'Okitsu' tiene gran influencia sobre el ingreso de
Xanthomonas spp. al mesoéfilo. Sintomas macroscdpicos en hojas de mandarinos inoculadas a los
18 dias de edad con las cepas de Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii C 'y Xanthomonas citri subsp.
citri transformadas con proteina verde fluorescente (X. aurantifolii C-GFP y X. citri-GFP). Las
suspensiones bacterianas se prepararon en 10 mM MgCl: y se inocularon en la cara abaxial de las
hojas mediante dos métodos diferentes: A- Infiltracion (10° ufc/ml). B- Aspersiéon (107 ufc/ml). Las
hojas se fotografiaron bajo lupa con luz blanca y luz UV (A 520 nm), respectivamente. El
experimento se repitié en al menos tres hojas de cuatro plantas diferentes para cada cultivar con
resultados similares. Barra: 10 mm.



4.1.3. Discusion

La cancrosis bacteriana de los citricos es una enfermedad endémica en todas las
regiones citricolas argentinas desde el afio 2002 (Canteros, 2004; Stein et al., 2007). El
reemplazo de los genotipos susceptibles que se cultivan actualmente por otros con
resistencia total o parcial, es una de las estrategias mas sustentables para el manejo de esta
enfermedad (Viloria et al., 2004). Sin embargo, la caracterizacion de la resistencia a X. citri
en citricos ha comenzado recientemente, de manera que las causas de este
comportamiento no estan completamente dilucidadas en todos los cultivares (Chen et al.,
2012; Deng et al., 2009; Fu et al., 2012; Khalaf et al., 2007; Khalaf et al., 2011; Lee et al., 2009;
Wang et al., 2011). Los resultados obtenidos hasta el presente revelan algunos de los
factores que contribuyen a la resistencia a la cancrosis en el genotipo de mandarina
'‘Okitsu’, tanto bajo condiciones de campo como bajo condiciones de crecimiento

controladas.

4.1.3.1. La menor duracion del periodo de susceptibilidad de los brotes de

'Okitsu’ podria contribuir al manejo integrado de la cancrosis en este cultivar

La méaxima susceptibilidad a la infecciéon por X. citri ocurre cuando las hojas
alcanzan entre un 50 y 80% de expansion (Gottwald & Graham, 1992; Stall et al., 1982). De
acuerdo a los estados fenologicos registrados en el campo durante los afios 2009 y 2010,
ocurre un transito mas rapido entre los estados fenolégicos BBCH 15 y BBCH 19 en los
brotes de 'Okitsu’ en comparacion con los de 'Clemenules' (Figura 4.1.1 B). Por lo tanto, los
brotes de 'Okitsu’ estdn expuestos por un periodo mas corto de tiempo que los brotes de
'Clemenules' a la infeccion por X. citri. Este acortamiento del periodo de susceptibilidad
durante los meses primaverales es muy importante, debido a que en esta época se
manifiestan en la zona central de Santa Fe las condiciones climaticas predisponentes a la
enfermedad, como mayores precipitaciones, mayor velocidad media del viento y mayor

numero de dias con tormenta (Garcia et al., 2002). Estos factores explican por qué en las



mediciones a campo 'Okitsu’ presentd valores de incidencia y severidad significativamente

menores que 'Clemenules’ durante los dos afios de seguimiento (Figura 4.1.1 C).

Considerando que los bactericidas cupricos utilizados para controlar la cancrosis no
poseen efecto sistémico, estos productos deben ser pulverizados necesariamente cuando
las plantas presentan sus tejidos en estado susceptible, es decir, luego de la emision de las
brotaciones (Gottwald & Timmer, 1995; Leite Jr. & Mohan, 1990), y desde que los frutos
tienen 2 a 6 cm de didmetro segun los cultivares (Graham et al., 1992a). El tiempo y
numero de aplicaciones de cobre para un control efectivo depende de la susceptibilidad
del cultivar, de la edad de la planta, las condiciones ambientales y la adopcion de otras
medidas de control (Gottwald et al., 2002). En general, son necesarias 3 a 5 pulverizaciones
en cultivares con un nivel de resistencia medio (Leite Jr. & Mohan 1990), mientras que en
los afos con condiciones climaticas altamente favorables para la enfermedad son
recomendadas hasta mas de 6 aplicaciones (Leite Jr. et al., 1987; Leite Jr. & Mohan, 1990).
En base a los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral se propone reducir al
minimo las aplicaciones de bactericidas ctupricos en brotes de 'Okitsu’, contribuyendo de

este modo a un manejo integrado de la enfermedad.

4.1.3.2. La resistencia a cancrosis en el cv. 'Okitsu’ depende de la integridad de

las barreras superficiales de las hojas

Muchos estudios de patogenicidad de X. citri y de otras bacterias fitopatdgenas se
han focalizado principalmente en la interaccion posterior al ingreso de la bacteria al tejido
de las plantas. Esto se debe en parte a la extensa difusion de los métodos de inoculacién
que depositan la bacteria artificialmente en el mesofilo, como la infiltracion. La infiltracion,
destruye mecanicamente a las barreras constitutivas de defensa de la planta, como la
cuticula y la pared celular. Las nuevas evidencias sugieren que estos procedimientos de
inoculaciéon pueden haber impedido el descubrimiento de importantes mecanismos
involucrados en los estadios tempranos de la interaccion del patéogeno con la planta

(Melotto et al., 2006).



Si bien en muchos cultivares de citricos y géneros relacionados, se encontrd que
existe resistencia a la cancrosis bacteriana aun después de introducir bacterias en el
mesofilo por el método de infiltracion, este tipo de resistencia, conocida como resistencia
del mesdfilo, no es absoluta, sino cuantitativa, expresada por un bajo niimero de lesiones
comparado con cultivares mas susceptibles. Algunos genotipos que comparten esta
categoria son: el 'Dalan Dan', un cultivar similar a pomelo (Citrus paradisi), el limequat
(Citrus aurantifolia x Fortunella japonica) 'Lakeland', el calamondin (Citrus mitus), y las
especies C. ichangensis y C. junos (Deng et al., 2009; Gochez & Canteros, 2008; Gottwald et
al., 1993; Viloria et al., 2004). En este trabajo de Tesis Doctoral se ha demostrado que
cuando las hojas de los cvs. 'Clemenules’ y 'Okitsu’ son inoculadas por el método de
infiltracién, no se encuentran diferencias en el desarrollo de cancros, independientemente

de la edad de la hoja inoculada (Figura 4.1.2 A).

La formacion de los sintomas de cancro depende de una buena adherencia y
formacion de biofilm en la superficie de las hojas (Rigano et al., 2007). El método de
inoculacion por aspersion permite que estos procesos ocurran tal como sucederian en el
campo y por lo tanto, permite que actten las barreras primarias frente a la infeccion de X.
citri. Utilizando éste método, se demostro que X. citri coloniza la superficie de las hojas del
cv. 'Clemenules' formando microlonias, particularmente sobre las uniones de las células
epidérmicas y alrededor de los estomas. Las microcolonias evolucionan en el tiempo a
biofilms maduros y finalmente desarrollan cancros. En contraste, en la superficie de las
hojas de 'Okitsu’ se observa una clara reduccion en el nimero de bacterias adheridas y en
la formacion de biofilm luego de 7 dpi (Figura 4.1.4). En consecuencia, las diferencias en
las propiedades de la superficie de las hojas entre ambos cultivares de mandarino
influencian el crecimiento epifitico, la adherencia y la formacion de biofilm de X. citri.
Especificamente, la superficie de las hojas de 'Okitsu' parece interferir con factores
bacterianos que son clave para la colonizaciéon de X. citri y el posterior establecimiento de
la enfermedad, cumpliendo una funciéon de barrera de defensa primaria frente al
patogeno. Las barreras de defensa primarias de 'Okitsu' también protegen a la planta del

ingreso de la cepa avirulenta X. aurantifolii tipo C, y por lo tanto, la resistencia se consigue



sin el requerimiento de la HR, que se desarrolla sdlo si la bacteria ingresa al mesdfilo
(Figura 4.1.5). Dado que las diferencias en comportamiento entre cultivares son maximas
cuando las hojas son inoculadas por aspersion en estadios tempranos (Figura 4.1.2 B), se
propone que las barreras primarias superficiales se desarrollan mas rapido en el cultivar
'Okitsu’, en concordancia con el mas rapido desarrollo fenoldgico a campo en este cultivar

(Figura 4.1.1 B).

La cuticula es la primera barrera fisica de defensa de la superficie de las plantas que
las protege de los patdgenos. Esta compuesta de cutina, un poliéster derivado de lipidos, y
de ceras cuticulares (Beattie, 2002). Ha sido demostrado que el espesor y la composicion de
esta matriz hidrofdbica extracelular puede influenciar la colonizacion bacteriana de las
hojas (Bessire et al.,, 2007; Marcell & Beattie, 2002; Whipps et al., 2008). Cuticulas mas
cerosas y espesas interfieren con las poblaciones epifiticas bacterianas, inhibiendo el
mojado foliar y limitando la solubilizacion y difusion de nutrientes desde la hoja (Lindow
& Brandl, 2003; Whipps et al., 2008). La cuticula se desarrolla rapido durante el proceso de
expansion de las hojas de los citricos y los ultimos estadios (i.e. dos tercios a expansion
completa) coinciden con un rdpido desarrollo de esta barrera protectora (Graham et al.,
1992b). El desarrollo fenologico mas acelerado de las hojas de 'Okitsu’ durante el periodo
de susceptibilidad a cancrosis a campo, podria estar asociado a un rapido espesamiento de
la cuticula en este cultivar. Una cuticula mas espesa podria impedir el ingreso a través de
los estomas en 'Okitsu', debido a que en los citricos la capa cuticular forma una cubierta
alrededor de las células oclusivas, creando una antecAmara sobre el poro estomatico

(Graham et al., 1992b).

Ha sido sugerido que el nimero y anatomia de los estomas podrian contribuir a la
respuesta diferencial hallada entre un genotipo de kumquat resistente y un genotipo de
naranja susceptible durante a la infeccién con X. citri (Wang et al.,, 2011). Sin embargo,
Graham et al. (1992b) no pudieron asociar las diferencias en resistencia a cancrosis de siete

especies diferentes de Citrus con el area de apertura y la densidad estomatica.



Los resultados hasta aqui presentados en este trabajo de Tesis sugieren que factores
especificos de la superficie de las hojas de 'Okitsu’, tales como caracteristicas de la cuticula,
permeabilidad y/o densidad y apertura estomatica, asociados todos con el estado
fenologico de la hoja, estarian involucrados en la resistencia a la infeccion por Xanthomonas

formadoras de cancro en citricos.



Capitulo 11

Analisis de las barreras de defensa de las hojas
de 'Okitsu' y 'Clemenules' y su relacion con la

resistencia a X. citri



4.11.1. Resumen

En el capitulo I se ha demostrado que la resistencia a cancrosis en el cv. 'Okitsu' se
“quiebra” cuando las hojas son inoculadas con X. citri por el método de infiltracion, y que
por lo tanto, la resistencia en este cultivar depende de la integridad de las barreras
superficiales de las hojas. Entre los factores especificos de la superficie de las hojas que
podrian contribuir a la resistencia se encuentran las caracteristicas de la cuticula,
permeabilidad cuticular, densidad y apertura estomatica. Estos factores van sufriendo
modificaciones a medida que las hojas se expanden, por lo cual su desarrollo esta
intimamente ligado al estado fenologico de la hoja. Debido a que las diferencias entre
ambos cultivares en la susceptibilidad a X. citri fueron mayores en hojas inoculadas entre
los 15 y 22 dias de edad, resulta de especial importancia analizar las posibles barreras de
defensa en este estadio en particular, en comparacion con un estadio posterior en el cual

las diferencias se minimizan.

En el presente Capitulo de Resultados se plantearon los siguientes objetivos: i)
Determinar la densidad y respuesta estomatica en hojas de los cultivares 'Clemenules' y
'Okitsu'; ii) Caracterizar histologicamente las hojas de los cultivares 'Clemenules' y 'Okitsu’
en distintos estadios de desarrollo; iii) Caracterizar a nivel ultraestructural la morfologia
de la capa epidérmica de las hojas en los cultivares 'Clemenules' y 'Okitsu’; iv) Cuantificar
los niveles de ceras cuticulares y la permeabilidad cuticular de las hojas de los cultivares
'Clemenules' y 'Okitsu’; v) Estudiar los cambios ultraestructurales inducidos por X. citri

durante el periodo de susceptibilidad en hojas de los cultivares 'Clemenules' y 'Okitsu'.



4.11.2. Resultados

4.11.2.1. La densidad estomatica no esta asociada a las diferencias en

susceptibilidad a X. citri de los cultivares 'Clemenules' y 'Okitsu’

Las plantas controlan el tamafo de los estomas mediante la regulacion de la presion
osmoética de dos células oclusivas, con forma arrifionada, que rodean las aberturas de los
estomas u ostiolo. En los citricos, la capa cuticular se prolonga por encima de las células
oclusivas, creando una antecamara sobre el poro estomatico. En estas especies existen
caracteristicamente dos tipos de estomas, grandes y pequenos. Los mas pequenos son
cincuenta veces mas abundantes que los grandes, y se ha comprobado que los tamaros de

ambos estan correlacionados entre si (Graham et al., 1992b).

El cierre de los estomas es una de las respuestas mas tempranas de la planta a las
sefiales de estrés abidtico y bidtico (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013; Meloto et al.,
2006; Montillet & Hirt, 2013). El 4acido abscisico es la principal hormona involucrada en la
compleja red de senalizacion que induce el cierre estomatico (Daszkowska-Golec &
Szarejko, 2013). En 2006, Melotto et al. demostraron que los estomas de Arabidopsis se
cierran 1 a 2 h después del reconocimiento de la bacteria Pseudomonas syringae, impidiendo
su entrada y actuando en las primeras fases de la PTI. Esta respuesta estomatica esta
asociada al reconocimiento de PAMPs bacterianos, tales como la flagelina, por el receptor
FLS2 (del inglés flagelin sensing 2) (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013). Sin embargo, en
las interacciones compatibles, las bacterias consiguen superar esta P11, a través de factores
de virulencia como la coronatina de P. syringae u otros factores desconocidos en X.
campestris, y luego de 4 h reabren los estomas para poder ingresar asi al mesdfilo

(Gudesblat et al., 2009; Melotto et al., 2006).

Con el objetivo de estudiar si la resistencia del cultivar 'Okitsu' esta relacionada con
una menor densidad estomatica, se realizaron impresiones de epidermis de hojas de 18
dias de los cultivares 'Clemenules' y 'Okitsu’, debido a que en este estadio las diferencias

de susceptibilidad a cancrosis entre ambos cultivares son maximas (Capitulo I). No se



encontraron diferencias significativas en el nimero de estomas promedio por mm?, que
fue de 1.004 + 41 en 'Clemenules' y de 943 + 64 en 'Okitsu'. Por lo tanto, en los dos
genotipos de mandarina estudiados, X. citri presenta un nimero similar de estomas que

funcionan como puerta de ingreso al mesofilo.

Por otro lado, se estudio la capacidad de X. citri para promover la apertura/cierre
estomatico luego de asperjar el indculo sobre las hojas de 18 y 36 dias de edad. Como
controles de cierre y apertura se realizaron aplicaciones exdgenas de 10 uM acido abscisico
(ABA) y 10 mM MgCl,, respectivamente. La apertura estomatica se cuantificd luego de 1y

4 horas post-tratamiento (hpt), a partir de impresiones de epidermis en portaobjetos.

Es importante destacar que en hojas de 18 dias de edad, independientemente del
tratamiento, la apertura estomatica fue siempre significativamente menor en 'Okitsu’ que
en 'Clemenules' (Figura 4.I1.1 A y B). En ambos cultivares la apertura estomatica no se
modificé notablemente entre 1 y 4 hpt con ABA y MgClz. Asimismo, la aspersion de X.
citri indujo una apertura estomatica semejante al ABA a 1 y 4 hpt en 'Okitsu'. De igual
forma, la apertura estomatica generada a 1 hpt por X. citri en 'Clemenules' fue similar a la
del ABA. No obstante, a las 4 hpt la bacteria induce la apertura de los estomas a niveles
superiores que los del ABA en este cultivar. La apertura de los estomas en plantas de
'Clemenules' inoculadas con X. citri luego de 4 hpt fue significativamente superior a la de
'Okitsu'. El hecho de que el MgClz genere una mayor apertura estomatica que X. citri en
ambos cultivares, indica que los estomas de los dos mandarinos reconocen a la bacteria,

induciendo una respuesta de defensa estomatica (Figura 4.11.1 A y B).

Por otro lado, en hojas de 36 dias de edad, se redujeron notablemente las diferencias
en apertura estomatica entre ambos cultivares para todos los tratamientos efectuados. Las
aperturas estomaticas en estas hojas fueron menores que en las de 18 dias para todos los
tratamientos, posiblemente debido a que las antecadmaras cuticulares que se forman sobre

las células oclusivas son mayores (Figura 4.11.1 A).
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Figura 4.II.1. Apertura estomatica en hojas de diferentes estadios de desarrollo de los cultivares
de mandarina 'Clemenules’' y 'Okitsu’. A- Apertura estomatica determinada en impresiones de
epidermis luego de 1y 4 horas post-tratamiento (hpt), en tratamientos por aspersion con 10 uM de
acido abscisico (ABA); 10 mM de MgClz; y X. citri (107 ufc/ml). La apertura se cuantificéd utilizando
el programa Image ] v 1.41 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Por cada cultivar se
analizaron 5 hojas, de las cuales se observaron dos campos seleccionados al azar. Los datos
marcados con asterisco difieren significativamente entre ambos cultivares de acuerdo al test t de
Student, P< 0,05. B- Imagenes representativas del promedio para cada tratamiento en hojas de 18
dias a 4 hpt. Barra: 50 um.

4.11.2.2. Caracteristicas histologicas de las hojas de los cultivares 'Okitsu' y

'Clemenules' en diferentes estadios de desarrollo

Con el objetivo de estudiar si la resistencia diferencial del cv. 'Okitsu’ con respecto a
'Clemenules' se debe a diferencias anatomo-histoldgicas de la superficie de la hoja, se
realizaron cortes transversales de hojas de 18, 21 y 36 dias de edad de ambos cultivares. Se
observ¢ la disposicidn de los estomas, la proporcion de los diferentes tejidos y su variacion
a medida que la hoja crece. Como se observa en la Figura 4.I1.2, ambos cultivares de

mandarino presentan epidermis monoestratificadas y glabras, cuyas células presentan



paredes delgadas, intimamente unidas entre si. Las células epidérmicas propiamente
dichas de la epidermis abaxial se interrumpen por los estomas que se ubican al mismo
nivel que las demds células epidérmicas adyacentes. Debido a que los estomas se
encuentran sbélo en la epidermis abaxial de los citricos las hojas se consideran
hipostomaticas. Como ocurre tipicamente en las hojas de los citricos, se observa gran
cantidad de idioblastos, conteniendo cristales de oxalato de calcio, entre las células
epidérmicas y la primera capa de parénquima en empalizada. Las hojas son de tipo
bifacial y dorsiventral, presentan 2 a 3 capas de parénquima en empalizada debajo de la
epidermis adaxial, seguidas por varias capas de parénquima esponjoso con espacios
intercelulares. Tanto en las células del parénquima en empalizada como en las del
parénquima esponjoso se observan cloroplastos. El parénquima se interrumpe en algunas
zonas por glandulas de aceites esenciales formadas por lisis celular. A medida que la hoja
crece, en el parénquima esponjoso se incrementa el tamafio de las glandulas de aceites
esenciales y la superficie ocupada por los espacios intercelulares (Figura 4.I1.2). Es
interesante notar, que la principal diferencia estructural observada entre ambos cultivares
es el grosor de la cuticula que cubre toda la superficie de la hoja y las cdmaras
subestomaticas, particularmente en las hojas jovenes de 18 dias de edad del cultivar
'Okitsu’. En este estadio se observa una capa de cuticula levemente engrosada tapizando
los estomas y en hojas de 21 dias la cuticula fue mas gruesa sobre toda la superficie de la
hoja. Este engrosamiento de la cuticula no fue observado en los cortes histologicos
analizados de 'Clemenules’. En hojas de 36 dias la cuticula fue igualmente gruesa en

ambos cultivares (Figura 4.11.2).



'Clemenules' 'Okitsu’

Figura 4.11.2. Cambios en las caracteristicas histologicas de hojas de los cultivares de mandarina 'Okitsu’ y 'Clemenules' con el avance de la
edad. Se realizaron cortes transversales de hojas de 18, 21 y 36 dias de edad en los cuales se observo la disposicién de los estomas, la proporcion de
los diferentes tejidos y su variacién a medida que la hoja crece. El experimento fue repetido utilizando material de tres plantas diferentes para cada
cultivar y estadio de crecimiento de la hoja. pem: parénquima en empalizada; pes: parénquima esponjoso; eab: epidermis abaxial; ead: epidermis
adaxial; e: estoma; c: cuticula; i: idioblasto; g: glandula. Barra: 50 pm.



4.11.2.3. Las hojas jovenes del cv. 'Okitsu’ presentan una cuticula de mayor

espesor que las hojas de 'Clemenules'.

Para caracterizar a nivel ultraestructural la caracteristicas de las barreras de defensa
pre-existentes en 'Okitsu’ frente a X. citri, se realizaron cortes transversales de hojas de 18 y
36 dias de edad. Los cortes se observaron al microscopio electrénico de transmision y en
las fotografias obtenidas se estudiaron las caracteristicas de la epidermis, la estructura de

los estomas y el grosor de la capa cuticular que los recubre.

En ambos cultivares las células epidérmicas fueron de forma rectangular, con una
gran vacuola ocupando ampliamente el citoplasma, como tipicamente ocurre en las células
epidérmicas de los citricos (Tadeo et al., 2003). La cuticula presentd una estructura densa y
compacta, mostrando un espesor variable de acuerdo al cultivar y edad de la hoja (Figura
4.11.3). Notablemente, las hojas de 18 dias de 'Okitsu’ presentaron una cuticula de mayor
espesor que las hojas de 'Clemenules' sobre las células epidérmicas propiamente dichas.
Resulta interesante destacar que la cuticula de 'Okitsu’ penetra profundamente entre las
uniones de las células epidérmicas, produciendo el proceso conocido como
cuticularizacion de las paredes anticlinales (Buda et al., 2009), generando una superficie
lisa sobre la epidermis. En cambio, en 'Clemenules' la cuticula sélo tapiza superficialmente
la pared superior de las células epidérmicas formandose cavidades entre las uniones de las

células epidérmicas que podrian favorecer la acumulacion de agua (Figura 4.I1.3 A).

Las células oclusivas que conforman los estomas en diferentes especies estan
cubiertas también por cuticula, y en muchas especies, incluidos los citricos, la cuticula
forma prolongaciones que cubren a modo de apéndices el poro estomatico, formando una
antecamara (Graham et al., 1992b). Estas prolongaciones cuticulares fueron de mayor
espesor en 'Okitsu’ que en 'Clemenules’ en las hojas de 18 dias (Figura 4.I1.3 B). El espesor
de la cuticula sobre las células epidérmicas propiamente dichas y en los rebordes
cuticulares de los estomas fue un 71 y un 72% superior en 'Okitsu’ que en 'Clemenules’,

respectivamente (Figura 4.I1.3 C).
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Figura 4.11.3. Caracteristicas de la capa epidérmica abaxial en diferentes estados de desarrollo de
las hojas de los cultivares de mandarina 'Clemenules’' y 'Okitsu'. A- Células epidérmicas
propiamente dichas observadas con microscopia electronica de transmision. B- Células oclusivas de



los estomas, observadas con microscopia electrénica de transmisién. cu: cuticula; pc: pared celular;
n: nucleo; v: vacuola; co: célula oclusiva. C- Espesor cuticular promedio sobre las células
epidérmicas propiamente dichas y en los rebordes cuticulares de los estomas. El espesor cuticular
se midid en 3 sitios de la epidermis utilizando el programa Image J. Se analizaron al menos 6
fotografias provenientes de 3 muestras diferentes por cada cultivar. Medias seguidas por diferentes
letras en la misma columna difieren significativamente de acuerdo al test t de Student (P< 0,05).

Por otro lado, en hojas de 36 dias, el espesor cuticular fue similar en ambos
cultivares tanto sobre las células epidérmicas propiamente dichas como en los rebordes
cuticulares de los estomas (Figura 4.I1.3 A y B). Estos resultados confirman que el
desarrollo fenoldgico mas rapido de las hojas de 'Okitsu’ estd acompafiado por una mayor

deposicion de cuticula en edades tempranas.

Para complementar los resultados anteriores, se cuantificaron las ceras cuticulares en
hojas de 18, 21 y 36 dias realizando una extraccion con cloroformo, de acuerdo al método
descripto por Marcell & Beattie (2002). Como se observa en la Figura 4.IL.4, las hojas de 18
y 21 dias de 'Okitsu’ poseen una cantidad significativamente mayor de ceras (+110%) que
las hojas de igual edad de 'Clemenules. No obstante, no se observaron diferencias

significativas entre ambos cultivares en la cantidad de ceras en hojas de 36 dias de edad.
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Figura 4.11.4. Cuantificacion de las ceras cuticulares en hojas de 18, 21 y 36 dias de edad en los
cultivares de mandarino 'Okitsu’ y 'Clemenules'. Las ceras se extrajeron de las hojas de 4 brotes
de cada cultivar con cloroformo de acuerdo a Marcell & Beattie (2002). El experimento se repitid
tres veces para cada cultivar y estado de desarrollo de las hojas. Los valores estan expresados como
la media + la desviacion estandar. Los datos marcados con asterisco difieren significativamente
entre ambos cultivares de acuerdo al test t de Student, P<0,05.



En conjunto, los resultados presentados sugieren que un desarrollo mas rapido de la
cuticula de la hoja de 'Okitsu’ podria contribuir a la mayor resistencia de este cultivar a X.
citri. Por otro lado, la menor apertura estomatica observada en las hojas de 18 dias de
'Okitsu' (Seccion 4.I1.2.1) podria deberse al mayor espesor de las prolongaciones

cuticulares que recubren las células oclusivas.

4.11.2.4. La cuticula de las hojas jovenes del cv. 'Clemenules' es mas permeable

que la de 'Okitsu'

A fin de investigar si las diferencias en el espesor cuticular demostradas entre los
cultivares de mandarina 'Clemenules' y 'Okitsu’, estdn también asociadas con diferencias
en la permeabilidad cuticular al agua, se analizé dicho pardmetro, utilizando la técnica de
permeabilidad al azul de toluidina. Para ello, se cortaron trozos de hojas de 18 dias de
edad de ambos cultivares de mandarino, se decoloraron en etanol, para visualizar mejor el
ingreso del azul de toluidina y se incubaron con este colorante durante 30 min a
temperatura ambiente. Luego de este tiempo de incubacion, a simple vista no se observd
tincion azul de ninguna de las porciones de hojas, independientemente del cultivar de
mandarino analizado. Sin embargo, al observar las muestras con microscopio optico se
pudo apreciar que los estomas de las hojas de 'Clemenules' se encontraban fuertemente

coloreados, lo cual no ocurri6 en las hojas de 'Okitsu’ (Figura 4.IL5 A).

En base a estos resultados, se realizd un experimento similar, pero incubando los
trozos de hojas con el colorante durante mas tiempo (6h). Como se observa en la Figura
4.I1.5 B, las hojas de 'Clemenules' fueron significativamente mas permeables que las hojas
de 'Okitsu’, lo cual se aprecid macroscopicamente. La permeabilidad del colorante en el
tejido vegetal se cuantific usando diluciones del colorante como patréon. Segun los valores
obtenidos, las hojas de 'Clemenules' incorporan un 56% mas de colorante que las de

'Okitsu’ a los 18 dias de edad (Figura 4.I1.5 C).
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Figura 4.I1.5. Permeabilidad cuticular en hojas de 18 y 36 dias de edad de los mandarinos, cvs.
'Clemenules’ y 'Okitsu'. A- Permeabilidad en hojas de 18 dias de ambos cultivares evidenciada por
la penetraciéon de una solucién acuosa de azul de toluidina en la epidermis y observada con
microscopio Optico. Barra: 50 um B- Penetracion de azul de toluidina en hojas de 18 y 36 dias



observadas macroscopicamente. C- Medida relativa de la permeabilidad de las hojas a partir de la
penetracion de azul de toluidina, utilizando diluciones del colorante como patrén y el programa
Quantity one. Los valores estan expresados como la media + la desviacién estandar. Medias
seguidas por diferentes letras en la misma columna difieren significativamente de acuerdo al test t
de Student (P< 0,05). El experimento se realizd por triplicado, utilizando 5 trozos de hojas
provenientes de distintos brotes.

Por otro lado, cuando se analizd la permeabilidad del colorante en las hojas de 36
dias de edad, no se observaron diferencias significativas en la penetracion del colorante
entre ambos cultivares. Es interesante destacar que la permeabilidad en hojas de 36 dias de
ambos cultivares es semejante a la permeabilidad de hojas de 'Okitsu’ de 18 dias de edad
(Figura 4.IL5 B y C). Estos resultados concuerdan con el aumento en el espesor de la
cuticula y la cantidad de ceras en hojas del cultivar 'Okitsu’ de 18 dias de edad (Seccion

4.11.2.3).

4.11.2.5. X. citri no induce estructuras de defensa en las células del meso6filo de

'Okitsu’

Con el objetivo de confirmar que las barreras superficiales de 'Okitsu’ restringen el
ingreso de la bacteria al interior del mesodfilo, se estudiaron las modificaciones
ultraestructurales que ocurren en las hojas luego de la inoculacién con X. citri. Para ello, se
asperjaron con la bacteria (107 ufc/ml) hojas de los cv. 'Clemenules' y 'Okitsu’ de 18 dias de
edad y se tomaron muestras a los 6, 11 y 26 dpi para ser procesadas y analizadas

utilizando microscopia electronica de transmision.

Luego de 6 dias de la inoculacidn con X. citri, las células de 'Okitsu' presentaron una
morfologia normal, con la pared celular sin alteraciones, con una gran vacuola central, y el
nucleo y los cloroplastos rodeando la membrana plasmatica (Figura 4.I1.6 A). Estas
caracteristicas de integridad celular se mantuvieron en el cultivar resistente durante todo
el tiempo analizado (11 y 26 dpi) (Figura 4.I1.6 B y C). Cabe destacar que en ninguno de

los estadios estudiados se observo presencia de bacterias.



'Okitsu’

Figura 4.IL.6. X. citri no induce estructuras de defensa en el meséfilo de las hojas de 'Okitsu’.
Morfologia de las células de 'Okitsu’ A- A los 6 dias post-inoculacion (dpi); B- A los 11 dpi; y C- A
los 26 dpi. Las células mostraron una morfologia normal en todos los estadios, y no se observo
presencia de bacterias. c¢: citoplasma; cu: cuticula; pc: pared celular; n: ntacleo; v: vacuola; cl:
cloroplasto; ei: espacio intercelular; Im: laminilla media; ga: granulos de almidén.

Por otro lado, a los 6 dpi, en la mayoria de las muestras analizadas de 'Clemenules’
las caracteristicas celulares fueron semejantes a las de 'Okitsu’, no observandose
alteraciones en las células (Figura 4.IL.7 A). No obstante, en algunas muestras se
encontraron unas pocas bacterias comenzando a proliferar en los espacios intercelulares
(Figura 4.I1.7 B). A los 11 dpi, los sitios colonizados por la bacteria aumentaron con
respecto a los 6 dpi en y se observo colapso de las células vegetales (Figura 4.I1.7 C). En la
fotografia mostrada puede notarse ademas la deposicién de material fibrilar para fusionar
dos paredes celulares, en un intento de limitar los espacios intercelulares colonizados por

bacteria (Figura 4.IL7 C). A los 26 dpi, se pronunciaron atin mas las alteraciones



ultraestructurales. En los sectores menos afectados, todavia se observaron células muy
vacuoladas y con algunas organelas en proceso de degeneracion. En simultaneo, se
percibieron estrechamientos de la pared celular en dreas en contacto con las bacterias
(Figura 4.I1.7 D). En estas células, la membrana plasmatica fue dificil de distinguir debido
a su similitud con el material electro-denso liberado por la degeneracion de la pared
celular, que también rodea a las bacterias. En otros sectores de la hoja, las células de
'Clemenules' se mostraron completamente hipertrofiadas, presentando colapso de paredes
celulares y membranas, y material electro-denso en reemplazo del citoplasma (Figura
4.11.7 E). Fotografias tomadas en otras hojas presentaron modificaciones semejantes, con
una extensa colonizacion de los espacios intercelulares por X. citri (Figura 4.IL7 Fy G). La
observacion de las bacterias con mayores magnificaciones demostré que poseian

citoplasma intacto, una gruesa pared celular y material cromosdmico (Figura 4.IL7 Hy I).

Estos resultados confirman que X. citri no induce estructuras de defensa en las
células del mesofilo de 'Okitsu’. Ademas, la bacteria no consigue ingresar ni colonizar el
interior de las hojas en este cultivar, debido a que existe una mayor deposicion de cuticula
en edades tempranas. En conjunto, los resultados presentados comprueban que el
desarrollo mds rdpido de la cuticula de la hoja de 'Okitsu' contribuye a la mayor

resistencia de este cultivar a X. citri.
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Figura 4.I1.7. X. citri induce cambios ultaestructurales en el meso6filo de hojas de 'Clemenules’. Morfologia de las células de 'Clemenules' A- A los 6 dias post-
inoculacion (dpi) la mayoria de las células mostraron una morfologia normal. B- En algunas muestras se observaron unas pocas bacterias comenzando a proliferar
en los espacios intercelulares a los 6 dpi. C- Luego de 11 dias dpi se observd colapso de células y presencia de bacterias. La flecha amarilla sefala la fusién de dos
paredes celulares mediante la deposiciéon de material fibrilar. D- A los 26 dpi, en los sectores menos afectados, se observan células con algunas organelas en
proceso de degeneracion y estrechamientos de la pared celular en areas en contacto con las bacterias (flechas amarillas). E-, F- y G- En otras muestras, las
alteraciones estructurales se incrementaron a los 26 dpi, la hipertrofia fue evidente y se observo una extensa colonizacién de los espacios intercelulares. H- e I- La
observacion de las bacterias con mayores magnificaciones demostrd que poseian citoplasma intacto, una gruesa pared celular y material cromosémico. La flecha
amarilla sefiala una bacteria en corte transversal y la roja en su vista longitudinal. cu: cuticula; pc: pared celular; n: ntcleo; v: vacuola; cl: cloroplasto; ei: espacio
intercelular; ga: granulos de almidon; b: bacteria; H: hipertrofia.



4.11.3. Discusion

4.11.3.1. El desarrollo mas rapido de la cuticula de la hoja de 'Okitsu’ contribuye

a la mayor resistencia a X. citri

La filosfera de las plantas comprende tanto la superficie como el interior de las hojas,
y constituye uno de los nichos mas importantes para los microorganismos. Luego de que
las bacterias arriban a la superficie de la filosfera, una gran variedad de factores determina
el éxito de la colonizacion. Las células epidérmicas producen protuberancias y
depresiones, cuya magnitud depende del cultivar y especie vegetal, que influenciaran la
forma y extension de las gotas de agua sobre la planta (Lindow & Brandl, 2003). Ha sido
comprobado que las bacterias se ubican preferencialmente en sitios protegidos sobre la
superficie de las hojas, como por ejemplo las depresiones que se forman en la cuticula,
entre las uniones de las células epidérmicas y alrededor de los estomas (Beattie & Lindow,
1999; Whipps et al., 2008). Ademas, el crecimiento epifitico de la bacteria induce la
produccion de una matriz de exopolisacaridos (EPS), la cual reduce su exposicion a la
superficie cuticular de las plantas (Beattie & Lindow, 1999; Rigano et al., 2007). Las
bacterias que se ubican en sitios protegidos en general resisten el lavado y el tratamiento
con quimicos como etanol y perdxido de hidrogeno, o radiacion UV (Beattie & Lindow,
1999). En este sentido, resulta de gran relevancia remarcar una de las diferencias
estructurales que se observo entre los cultivares de mandarino 'Clemenules' y 'Okitsu’. En
la superficie cuticular de 'Clemenules' se forman cavidades que podrian permitir la
acumulaciéon de humedad, constituyendo sitios protegidos que permiten que X. citri
presente un mayor “fitness” epifitico en este cultivar, favoreciendo su posterior
crecimiento endofitico (Figura 4.1.3 y 4.1.4; Capitulo I). Por el contrario, el fenémeno de
cuticularizacién de las paredes anticlinales de las células epidérmicas que ocurre en
'‘Okitsu’ permite que se forme una superficie cuticular lisa, sin ondulaciones (Figura 4.11.3).
De manera similar a lo que ocurre en las hojas de 'Clemenules’, mutantes de tomate

deficientes en cutina, que presentan una reduccidon de la cuticularizacion de las paredes



anticlinales de las células epidérmicas, son mas susceptibles al hongo Botrytis cinerea y a

otros patogenos oportunistas (Isaacson et al., 2009).

Los resultados presentados en este Capitulo demuestran que la cuticula se desarrolla
rapido durante el proceso de expansion de las hojas de 'Okitsu’, en un periodo critico de
susceptibilidad a cancrosis. Las hojas del cultivar susceptible 'Clemenules’, alcanzan un
espesor cuticular similar al de hojas de 18 dias de 'Okitsu’ solo alrededor de los 36 dias de
edad (Figura 4.I1.3). Ha sido demostrado que cuticulas mas cerosas y espesas interfieren
con las poblaciones epifiticas bacterianas, inhibiendo el mojado foliar y limitando la
solubilizacidn y difusion de nutrientes desde la hoja (Lindow & Brandl, 2003; Whipps et
al., 2008). La cuticula de las hojas de 18 dias de 'Okitsu' no solo es mas espesa que la de
'Clemenules', sino que ademads presenta una permeabilidad al agua reducida (Figura
4.11.5). Notablemente, ha sido demostrado que algunas bacterias que viven como epifitas
en la filostera de Hedera sp. y Prunus sp. tales como Pseudomonas aeruginosa,
Corynebacterium fascians 'y Xanthomonas campestris, son capaces de incrementar la
permeabilidad al agua de la cuticula, aumentando asi la disponibilidad de agua y de
nutrientes en la filosfera (Schreiber et al., 2005). Se desconoce si X. citri es capaz de realizar
este proceso en la cuticula de las hojas de citricos, pero de suceder, la cuticula mas espesa

y menos permeable de 'Okitsu’ constituiria una ventaja para la resistencia.

En este trabajo de Tesis se demuestra que las caracteristicas de la cuticula de las
hojas de citricos influyen en la colonizacion bacteriana. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos en mutantes de otras especies vegetales (Li et al., 2007; Marcell & Beattie,
2002; Tang et al., 2007; Xiao et al., 2004). En maiz, plantas mutantes que presentan alterada
la biosintesis de ceras en sus hojas juveniles, y que por lo tanto muestran menores niveles
de ceras, son mas susceptibles a la bacteria Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis. En
esta interaccion especifica, el menor espesor cuticular permite una mayor difusion de
nutrientes a través de la cuticula y una mayor acumulaciéon de agua que favorece el
crecimiento bacteriano (Marcell & Beattie, 2002). Por otro lado, Tang et al (2007)
caracterizaron una mutante de Arabidopsis en el gen SMA4, que muestra una alta

susceptibilidad a la cepa avirulenta de Pseudomonas syringae pv. tomato. Esta cepa



normalmente produce una HR en el genotipo salvaje de Arabidopsis. El gen SMA4 fue
identificado y se comprobd que codifica para una acil-CoA sintetasa de cadena larga
(LACS2) previamente identificada, que participa en la biosintesis de cutina (Schnurr et al.,
2004). La mutante lacs2 muestra claros defectos cuticulares, incluyendo un rapido flujo de
clorofila de las hojas en etanol y una cuticula aproximadamente 1,6 veces mas fina que la

salvaje.

4.11.3.2. Las caracteristicas morfoldgicas de los estomas del cv 'Okitsu’ reducen el

ingreso de X. citri

Los apéndices cuticulares de las células oclusivas de los estomas son una
caracteristica conservada de casi todas las especies de dicotiledoneas y se considera que
cumplen un rol critico impidiendo el ingreso de agua a las camaras subestomaticas (Li et
al., 2007). En este trabajo de Tesis se demostré que el espesor de las antecamaras de los
estomas, formadas por prolongaciones cuticulares, es un 72% mayor en 'Okitsu’ que en
'Clemenules' (Figura 4.I1.3). Estos resultados se correlacionan con los estudios de
permeabilidad, en los cuales se demuestra que a tiempos tempranos los estomas de hojas
de 'Clemenules' de 18 dias edad son mas permeables que los de 'Okitsu' (Figura 4.IL5). La
cuticula mas gruesa en el cv. 'Okitsu’ podria reducir el ingreso de X. citri a través de los
estomas, debido a que la capa cuticular forma una cubierta alrededor de las células
oclusivas, creando una antecdmara sobre el poro estomatico (Graham et al., 1992b). En
Arabidopsis, la mutante en los genes GPAT4/GPAT8 presenta un contenido reducido de
cutina y los rebordes cuticulares que recubren las células oclusivas de los estomas estan
ausentes. Esta mutante es mas susceptible al ataque del hongo Alternaria brassicicola, 1o
cual remarca la importancia de la cutina en la biologia de estas aberturas naturales (Li et

al., 2007).

Por otro lado, en este Trabajo de Tesis también se ha demostrado que en hojas de 18
dias de edad, los estomas de 'Okitsu' presentan una menor apertura estomatica que los de

'Clemenules', independientemente del tratamiento al cual son sometidos y del tiempo



post-tratamiento (Figura 4.I1.1). Esta menor apertura estomatica también podria deberse al
mayor espesor de las prolongaciones cuticulares de las células oclusivas en el cultivar
resistente. Los estomas deben responder a un niimero de estimulos, como luz, humedad,
concentracion de COz, microorganismos y el reloj circadiano. La manera en la cual estos
factores son priorizados en el campo por las células oclusivas y los mecanismos de
priorizacidon son desconocidos. Por ejemplo, ante condiciones de grandes precipitaciones y
tormentas, la defensa estomatica puede estar comprometida porque la humedad inhibe el
cierre estomatico, permitiendo el ingreso de mayor cantidad de bacteria (Melotto et al.,
2008). En esta situacion, un factor favorable que contribuiria a la resistencia en 'Okitsu’ es
la menor formacion de biofilm y crecimiento epifitico de X. citri en la superficie de sus
hojas (Figura 4.1.4), consecuencia de lo cual no habria cantidad significativa de bacteria

para ingresar por los estomas e iniciar la infeccion.

4.11.3.3. X. citri no induce cambios estructurales en las células del mesofilo de

'Okitsu’

Al inocular hojas de 18 dias de ambos cultivares con X. citri, la morfologia y
ultraestructura de las células foliares de 'Okitsu' se mantuvo integra, y no se observaron
bacterias, independientemente del momento de observacion (Figura 4.11.6). En cambio, en
'Clemenules' se produjeron alteraciones estructurales que fueron mas notables a medida
que avanzaron los dias desde la inoculacion (Figura 4.I1.7). La escasa colonizacién por
parte de X. citri de los tejidos de 'Clemenules’ a los 6 dpi podria deberse a que una vez que
llega a la superficie de la hoja X. citri presenta una fase de crecimiento epifitico y
formacion de biofilm antes de penetrar por los estomas. Como ha sido demostrado en el
Capitulo I, X. citri consigue formar un biofilm estructurado a 7 dpi en el cv. 'Clemenules’,
momento a partir del cual ingresaria al mesofilo de las hojas (Figura 4.1.4). Finalmente, a
los 26 dpi, X. citri se multiplicd y disperso6 extensivamente en los espacios intercelulares de
las hojas provocando colapso celular, hiperplasia e hipertrofia en 'Clemenules' pero no en

'Okitsu’ (Figura 4.11.6 y 7).



El material fibrilar, electro-denso proveniente de la degradacion de paredes celulares
y el colapso celular encontrado en 'Clemenules’ es tipico de las interacciones compatibles,
como la descripta para X. citri y lima mexicana, muy susceptible a esta bacteria (Lee et al.,
2009). Al contrario, es importante destacar, que en ninguno de los estadios analizados de
'‘Okitsu’ se observo la respuesta tipica de los cultivares que muestran diferentes grados de
resistencia del mesofilo a X. citri, como por ejemplo protuberancias o aposiciones en la
pared celular para ocluir los espacios intercelulares, formacion de papilas cercanas a las
bacterias, e inmovilizacién de bacterias (Dienelt & Lawson, 1989; Koizumi, 1979; Lee et al.,
2009). Estos resultados confirman que la inoculacién de X. citri no induce ningun
mecanismo de defensa estructural en el mesdfilo de 'Okitsu’, y que la cuticula, como
barrera de defensa primaria, impide o restringe el ingreso de la bacteria. El estudio de la
dindmica temporal y espacial de la formaciéon de una barrera estructural como es la
cuticula a partir de los resultados de microscopia presentados, en conjunto con los
estudios de patogenicidad de la bacteria realizados en distintos estadios de desarrollo de
las hojas, sugiere que en 'Okitsu' la cuticula constituye una barrera de defensa preformada,

que impide el ingreso de X. citri al mesdfilo.

4.11.3.4. Modelo de resistencia a X. citri en las hojas de Okitsu

En base a los resultados presentados se propone un modelo que resume las causas

de la resistencia a X. citri en el cv. 'Okitsu’ (Figura 4.I1.8).

i) X. citri llega a las hojas dispersada por la lluvia y el viento, y las bacterias se

distribuyen al azar sobre la superficie cuticular.

ii) Las bacterias deben adherirse y modificar su ambiente a través de la produccion
de exopolisacdridos para sobrevivir. Las bacterias mas exitosas son las que se adhieren en
las uniones de las células epidérmicas, mas pronunciadas en 'Clemenules’; o bien
alrededor de los estomas, que presentan una mayor apertura en 'Clemenules'. Un niimero
reducido de bacterias llega directamente a los estomas y penetra directamente, estas serian

las causantes de los pocos cancros que se producen en 'Okitsu'.
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Figura 4.I1.8. Modelo de las causas de la resistencia a X. citri en hojas de 18 dias del cv. 'Okitsu’.
A- Corte transversal hojas de los cvs. 'Clemenules' y 'Okitsu’, en la zona delimitada con la linea de
puntos mostrada en B. Se destacan las principales diferencias entre los cvs. 'Clemenules’ y 'Okitsu’
en el espesor cuticular, las depresiones que se forman entre las uniones de las células, la apertura y
cobertura cuticular de los estomas y la formacion de biofilm e ingreso bacteriano al mesdfilo. B-
Vista superficial de la epidermis abaxial de hojas de los cvs. 'Clemenules' y 'Okitsu’, en las cuales se
visualizan las diferencias en la apertura estomatica y la formacién de biofilm.

iii) Las bacterias se dividen, crecen epifiticamente y comienzan a formar biofilms, lo
cual incrementa su supervivencia. Las bacterias que no se ubican en lugares protegidos
tienen menores posibilidades de supervivencia. En 'Okitsu' existirian menor cantidad de

estos sitios protegidos.

iv) La formacién de biofilm produce microcolonias de X. citri, que se desarrollan

formando agregados bacterianos.



v) Las colonias numerosas de X. citri, que se desarrollan en mayor medida en
'Clemenules’, tienen mds posibilidades de arribar a la cercania de un estoma y penetrar

hacia el interior de los tejidos.

vi) A partir de su ingreso, X. citri se multiplica en los espacios intercelulares de
'Clemenules' produciendo la hiperplasia e hipertrofia que da lugar a la formaciéon de

cancros. El ingreso al mesofilo no ocurriria en las hojas de 'Okitsu'.

vii) Cuando los cancros se tornan erumpentes, X. citri es exudada hacia la superficie

de las hojas y es dispersada por la lluvia y viento reiniciando el ciclo.

En conclusion, la resistencia en 'Okitsu' se basa en la combinacién de varios
mecanismos de defensa: un desarrollo mas rapido de la cuticula; superficie cuticular lisa,
sin depresiones que generen sitios protegidos para la bacteria; y menor apertura
estomatica, a causa de los rebordes cuticulares. Un aspecto de gran importancia para el
desarrollo de cultivares resistentes a cancrosis seria determinar cudles son los genes que se
inducen diferencialmente en la epidermis para que la cuticula se desarrolle mas rapido en

'Okitsu’'.



Capitulo 11

Analisis de la expresion diferencial de genes
asociados a sintesis de cuticula entre 'Okitsu' y
'Clemenules' y su relacion con el desarrollo del

cancro bacteriano



4.]11.1. Resumen

La resistencia en las hojas jovenes de 'Okitsu' se basa en la combinacion de varios
mecanismos de defensa: un desarrollo mas rdpido de la cuticula; superficie cuticular lisa,
sin depresiones que generen sitios protegidos para la bacteria; y menor apertura

estomatica, a causa de los rebordes cuticulares.

Un mayor entendimiento de las vias de biosintesis de cuticula en citricos y
especificamente de los genes que se inducen significativamente en 'Okitsu’ con respecto a
'Clemenules' permitira establecer genes candidatos para el mejoramiento de cultivares de
citricos para que sean resistentes a cancrosis. Por ello, en el presente Capitulo de
Resultados se planted el siguiente objetivo: i) Estudiar la expresion de genes clave en la

biosintesis de cuticula que podrian contribuir a la resistencia a cancrosis en el cv. 'Okitsu’'.



4.111.2. Resultados

4.I11.2.1. Analisis de la expresion diferencial de los genes involucrados en la

biosintesis de cutina y ceras cuticulares en los cultivares 'Okitsu’ y 'Clemenules’

El andlisis de la expresion de los principales genes involucrados en las rutas
biosintéticas de la cuticula no sélo provee informacion acerca de la biogénesis de la
cuticula en citricos, sino que también permite determinar el tiempo especifico de la
deposicion de cutina y ceras en cada uno de los estadios de desarrollo de la hoja de
mandarino. Debido a que las caracteristicas especificas de la cuticula son fuertemente
dependientes de la eco-fisiologia de la planta (Javelle et al., 2011), trabajar en diferentes
especies de plantas es importante para un entendimiento integrador del rol protector de la

capa mas externa del reino vegetal.

4.111.2.1.1. Analisis de la expresion diferencial de genes a nivel celular, a través

de microdiseccion de la epidermis de mandarino

La microdiseccion ldser permite la captura de las células de interés (Inada &
Wildermuth, 2005; Kerk et al., 2003), permitiendo enriquecer las muestras con transcriptos
especificos. Para conocer cudles son los genes relacionados a la biosintesis de cuticula que
se expresan diferencialmente entre ambos cultivares de mandarino, se propuso
microdiseccionar epidermis de hojas de ambos cultivares de mandarino sin inocular,
debido a que en este tejido se expresan especificamente los genes que participan en la

biosintesis de cuticula.

Para microdiseccionar las células de interés, los tejidos se colocan en fijadores para
conservar la estructura celular, luego se embeben en parafina y por dltimo se cortan las
secciones. A partir de éstas, se diseccionan las células blanco y finalmente se les extrae el

ARN para el andlisis de la expresion génica (Schnable ef al., 2004).



4.111.2.1.1.1. Optimizacion de un protocolo de preparacion de tacos de parafina

que permita la posterior extraccion de ARN de calidad

Con el objetivo de estudiar el rol pasivo de la cuticula de los cultivares de mandarina
en la defensa contra X. citri, se tomaron muestras de hojas de 18 dias de edad sin inocular.
La preparacion de tejidos para microdiseccion laser requiere de un balance entre la
preservacion de la estructura celular y el rendimiento e integridad del ARN (Kerk et al.,
2007; Nelson et al., 2006). El procesado de las muestras debe ser ajustado para asegurar que
las células blanco puedan ser identificadas y distinguidas de las demas y que el ARN
preserve sus propiedades (Nelson et al., 2006). Los fijadores como el FAA proveen mayor
detalle histologico a expensas de una disminucién en la extracciéon e integridad del ARN
(Kerk et al., 2007). Algunos fijadores para tejidos de plantas que permiten alcanzar un buen
balance entre preservacion de morfologia y extraccion de ARN son el etanol-acido acético

y methacarn (Nelson et al., 2006).

En este trabajo de Tesis se utilizaron inicialmente tres fijadores distintos: FAA,
etanol-dcido acético y methacarn. Luego de la fijacion, se realizé una extraccion de ARN
con TRIzol y se comprobd que los dos primeros fijadores no permitieron una buena
preservacion de la calidad del ARN (Figura 4.II1.1). Por otro lado, el methacarn permitié
una excelente conservacién tanto de la morfologia celular como de la calidad del ARN,
que se mantuvo luego de la deshidratacion e imbibicion en parafina de las muestras
(Figura 4.IIL.1). A partir de estos resultados se continuaron los experimentos utilizando

muestras fijadas en methacarn.

Otro aspecto critico en la conservacidon de la calidad del ARN es la reduccién al
minimo de los tiempos de deshidratacion y parafinado (Takahashi et al., 2010). En este
sentido, los tiempos utilizados para la preparacién convencional de bloques de parafina
(Seccion 3.12.2) se acortaron notablemente, reduciendo la deshidrataciéon de 18 a11 hy la

imbibicion en parafina de 24 a 18 h.
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Figura 4.II1.1. Integridad del ARN total obtenido de hojas de mandarino luego de la fijacion en
diferentes soluciones y de la imbibicion en parafina. ARN total (3 ul) de muestras formadas por
trozos de hojas de ambos cultivares de mandarino, 'Clemenules' y 'Okitsu', separados por
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y tefiidos con bromuro de etidio. Como control se le extrajo
el ARN a una muestra de trozos de hojas frescas, sin fijar, de ambos cultivares de mandarino.

4.111.2.1.1.2. Microdiseccion de epidermis abaxial

A partir de los bloques de parafina obtenidos, se cortaron secciones transversales
seriadas de las hojas. Los bloques que mostraron una adecuada integridad de los tejidos y
la epidermis al ser observados al microscopio fueron seleccionados para la microdiseccion.
Las secciones se ubicaron con metanol sobre portaobjetos de aluminio con membrana de
polietileno, se desparafinaron y se dejaron secar bajo campana. El uso del metanol en lugar
de agua DEPC durante el montado de las secciones se recomienda dado que el agua activa
las enzimas RNAsas. Inmediatamente, se procedié a la microdiseccion de las células
epidérmicas utilizando un microdisector laser (Figura 4.II1.2 A). En este equipo, se coloca
en una platina el portaobjetos con la membrana de polietileno, y las secciones de hojas
ubicadas por debajo de la misma (Figura 4.II.2 B y C). El area cortada es succionada
automaticamente en la tapa del microtubo ubicado debajo del portaobjetos (Figura 4.I11.2

Q).
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Figura 4.II1.2. Equipamiento utilizado para la microdiseccion de epidermis abaxial de hojas. A-
Microdisector Laser Leica LMD6000, utilizado para realizar las disecciones de epidermis. B- Las
secciones de hojas a microdiseccionar se ubican por debajo de la membrana de polietileno en el
portaobjetos especial de aluminio. C- El area cortada es succionada automaticamente por la tapa
adhesiva del microtubo, que se coloca en un soporte ubicado debajo del portaobjetos.

El programa del equipo permite realizar un escaneo completo del portaobjetos de
aluminio (Figura 4.II1.3 A) con baja magnificacion (4 X) para facilitar el desplazamiento
posterior a lo largo de las muestras (Figura 4.II1.3 B). Posteriormente, se elige el objetivo
de 20X, se delimita el 4rea a cortar con el laser (Figura 4.II1.3 C) y se disecciona (Figura
4.111.3 D). En este caso se optd por cortar la capa de células epidérmicas y una capa de
células subepidérmicas, considerando que el laser al cortar ocasiona dafio en el tejido.
Paralelamente a la diseccién, el programa va registrando el area de tejido colectada. A
partir de cada bloque de parafina se seccionaron aproximadamente 40.000 células

epidérmicas, equivalentes a 8.000.000 de um? de area de corte.



Figura 4.I11.3. Microdiseccion de epidermis abaxial de hojas. A- Portaobjetos especial para
microdiseccion con las secciones de hojas dispuestas en su cara inferior. B- Escaneo completo del
portaobjetos en baja magnificacion, realizado con la ayuda del programa. C- Corte transversal de
hoja antes de la disecciéon de la epidermis (Magnificacion 20X). D- Corte transversal de hoja luego
de la microdiseccion de la epidermis (Magnificacion 20X).

4.111.2.1.1.3. Extraccion de ARN a partir del tejido microdiseccionado

Luego de la coleccion de las células se realizo la extraccion de ARN con el kit
Arcturus PicoPure RNA Isolation (Applied Biosystems, EE.UU.). La calidad del ARN
obtenido se analizé por electroforesis capilar en un Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent
Technologies Inc., EE.UU.), utilizando el kit RNA 6.000 Pico LabChip (Agilent, EE.UU.).
Este kit puede analizar concentraciones de ARN de 50-5000 pg/ul, cantidad imposible de
analizar en un espectrofotometro tradicional. El programa del bioanalizador genera un
electroferograma, una imagen computarizada que simula un gel, y determina la
concentracion y la relacién ribosomal 185-28S de los ARN evaluados. El electroferograma
provee un detalle visual de la calidad de una muestra de ARN y muestra la distribucién

por tamano de los fragmentos de ARN. A medida que aumenta la degradaciéon del ARN



hay un decrecimiento en las bandas de ARN ribosomales 185-28S y un incremento en la
sefal anterior a los dos picos ribosomales (Figura 4.II1.4). Teniendo en cuenta todos estos
parametros, este equipo determina el nimero de integridad del ARN, RIN (del inglés RNA
integrity number). E1 ARN se clasifica de acuerdo a su integridad mediante el RIN de 1 a 10.
Un RIN de 1 indica un ARN totalmente degradado, mientras que un RIN de 10 indica un
ARN intacto (Figura 4.111.4).
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285
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Figura 4.1I1.4. Electroferogramas generados en el Bianalizador Agilent 2100 para ARN de distinta
calidad e integridad. A medida que aumenta la degradacion del ARN el RIN disminuye, hay un
decrecimiento en las bandas de ARN ribosomales 185-285 y un incremento en la sefial anterior a los
dos picos ribosomales. Tomado de Mueller et al. (2004).

Para obtener un seguimiento completo, no sdlo se evalu6 el RIN de las muestras

microdiseccionadas, sino también el de las muestras de ARN extraido luego de la



deshidratacion en etanol y de la imbibicién en parafina. En la Figura 4.II1.5 se muestran
los resultados obtenidos para una muestra formada por submuestras de tejido sin inocular
de 'Clemenules' y 'Okitsu'. Si bien la calidad e integridad del ARN de las muestras post
deshidrataciéon con etanol fue buena, y alcanzé un RIN de 7,8, la integridad bajo
notablemente luego de la imbibicién en parafina (RIN 5,3), y la microdiseccién disminuyo

aun mas este parametro (RIN 3).
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Figura 4.IIL5. A- Electroferogramas generados a partir de ARN extraidos en distintos pasos del
procesamiento de las muestras para microdiseccion. En el eje x se muestran los tamarfios de los
fragmentos de ARN en nucledtidos (nt). En el eje y se observan las unidades de fluorescencia (FU),
una medida arbitraria de la concentracion de ARN. Las flechas azules sefialan las bandas de ARN
ribosomales de 18 y 28S. Se detallan la concentracion del ARN vy la relaciéon de los ARN ribosomales
(285/18S). B- Imagen computarizada similar a un gel, generada por el bioanalizador para las
diferentes muestras analizadas. Puede observarse como a medida que disminuye la integridad del



ARN de las muestras, aumentan las bandas de menor tamano. L: ladder de ARN con bandas de
diferente cantidad de nucledtidos (nt).

Debido a que la cantidad de ARN obtenida a partir de tejidos microdiseccionados es
muy baja, las aplicaciones posteriores que permiten analizar la expresion de genes como
PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) o secuenciacion del ARN (RNA-seq) requieren
realizar una o dos amplificaciones de los dcidos nucleicos para obtener cantidad suficiente.
En lineas generales los kits de amplificacion requieren de una cantidad de ARN de 500 pg
a 50 ng para producir una cantidad de 10 a 30 ug de ARN amplificado. Los requisitos que
debe cumplir el ARN extraido del tejido microdiseccionado son muy exigentes, dado que
los kits de amplificacion son muy costosos. Un ARN con un RIN inferior a 6,5-7 produce
resultados de amplificacién subdptimos. El objetivo inicial que se persiguio al realizar la
microdiseccidn fue analizar el transcriptoma completo de la epidermis de ambos cultivares
de mandarino a través de RNA-seq o microarreglos de citricos (Agilent Technologies Inc,
Palo alto, CA). Lamentablemente, a pesar de que la cantidad de ARN obtenida era
suficiente para realizar una amplificacion, las muestras obtenidas luego de Ia
microdiseccion alcanzaron un RIN de 3, por lo cual se decidié no continuar con el

experimento.

De los resultados presentados en la Figura 4.IIL5 puede concluirse que la
deshidratacion de los tejidos no afectd la integridad del ARN. Sin embargo, la imbibicion
en parafina disminuyé notablemente el RIN, y el proceso de microdisecciéon profundizéd
aun mas la degradacion del ARN. A pesar de haberse reducido al minimo las horas de
imbibicion en parafina, y de haberse tomado las precauciones necesarias durante la
microdiseccidon para evitar la actividad de enzimas ARNasas que degradan el ARN, los
resultados no fueron los esperados. A pesar de ello, debido a que las variaciones en
expresion de genes atribuibles a tipos celulares especificos como las células epidérmicas
propiamente dichas o células oclusivas pueden ser cruciales en cuanto sus funciones
biologicas en la cuticula, deberia insistirse en estudiar la expresion de genes a un nivel

celular a través de la microdiseccion.



4.111.2.1.2. Analisis de la expresion diferencial de genes en hojas de mandarino a

través de qRT-PCR

La informacion disponible de las vias de biosintesis de cuticula en Arabidopsis
permiti6 la seleccion de genes clave a analizar (Tabla 4.IIL.1). A partir de la secuencia
proteica de los genes de Arabidopsis, se eligieron en la base de datos del genoma de C.
clementina disponible en el sitio Phytozome (www.phytozome.net; Goodstein et al., 2012)
las secuencias proteicas con mayor % de identidad. Cabe destacar que la secuencia de C.
unshiu no ha sido publicada aun, por lo cual se utilizaron los mismos cebadores para
ambas especies en estudio. Notablemente, todos los genes elegidos de Arabidopsis
presentaron un ortologo en Citrus clementina con una anotacion funcional putativa similar,
lo cual podria implicar que las vias de biosintesis son conservadas entre ambas especies
(Tabla 4.II1.1). Para confirmar la anotacion funcional de los genes seleccionados de Citrus
clementina se utilizo la herramienta BLASTx (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI)

realizando una comparacion con toda las bases de datos de especies vegetales disponibles.

Para cada uno de los genes seleccionados se disefiaron cebadores con el programa
Primer 3 v 0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0; Untergrasser et al., 2012). Por otro lado,
la secuencia de los cebadores GDSL, ATP y CER3, se tomo de un estudio en el cual se
analizo la expresion de genes en epidermis en comparacion con su expresion en tejidos
subepidérmicos de frutos de C. clementina. Los genes amplificados por estos cebadores

predominaron en tejidos epidérmicos (Matas et al., 2010).

A fin de determinar cudles son los genes implicados en el mayor espesor cuticular de
las hojas de 18 dias de edad de 'Okitsu', se analiz6 en hojas de mandarinos de diferentes
estados fenoldgicos, la expresion estos genes clave involucrados en las vias de biosintesis,
transporte y regulacion de ceras y cutina de Arabidopsis. Para ello, se utilizo ARN extraido
de tejido total de hoja. No obstante, debido a que la mayoria de los genes estudiados se
expresan especificamente en las células epidérmicas, se considera que los niveles de

transcriptos encontrados son exclusivos de este tejido.


http://www.phytozome.net/
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

Tabla 4.II1.1. Genes involucrados en la biosintesis de cuticula en Arabidopsis y su ortélogo con
mayor porcentaje de identidad en C. clementina

Gen

CER1

Eceriferum 1

CER3

Eceriferum 1

CER4

Eceriferum 4

CER6

Eceriferum 6

CER7

Eceriferum 7

MAH1

Hidroxilasa de
alcanos

WSDL

Sintasa de ceras

LACS1

Sintetasa de
acidos grasos de
cadena larga

LACS2

Sintetasa de
acidos grasos de
cadena larga

Descripcion

Reductasa putativa de
VLC-Acil-CoAs,
involucrada en la
sintesis de alcanos

Aldehido
descarboxilasa
putativa, involucrada
en la sintesis de
alcanos y aldehidos

Acil-CoA reductasa
involucrada en la
formacion de alcoholes
primarios

[-cetoacil-CoA sintasa,
integrante del
complejo FAE que
sintetiza los VLCFAs

Exoribonucleasa
exosomal, que regula
transcripcionalmente a
CER3

Citocromo P450 de la
subfamilia CYP96A,
implicada en la
formacion de alcoholes
secundarios y cetonas

Sintasa de ceras
involucrada en la
formacion de ésteres

Sintetasa de acidos
grasos de cadena larga
involucrada en la
sintesis de cutina

Sintetasa de acidos
grasos de cadena larga
involucrada en la
sintesis de cutina

Base de datos
Arabidopsis?

At1g02205

At4g33790

At1g68530

At3g60500

At1g57750

At5g37300

At2g47240

At1g49430

Base de datos
C. clementina®

Ciclev10019279m

Ciclev10028507m

Ciclev10031329m

Ciclev10015159m

Ciclev10025412m

Ciclev10019854m

Ciclev10019205m

Ciclev10027967m

0/o de
Identidadc

64

54

85

61

47

48

68

68



Oxidasa de acidos

CYP86A
grasos dependiente del
Oxidasa de :
citocromo P450 de la .
écidos‘ grasos subfamilia CYPS6A At4g00360 Ciclev10019633m 77
d?pendlente del involucrada en la
citocromo P450 sintesis de cutina
GPAT4 Glicerol-3-fosfato acil-
~ A acil £
Glicerol-3- CoA aciltransferasa Atlg01610  Ciclev10019825m.g 78
fosfato acil-CoA involucrada en la
aciltransferasa 4 sintesis de cutina
Poliéster sintasa
GDSL responsable de la
Lipasa de la polimerizacion de los - - -
familia GDSL acidos grasos que
forman la cutina
Factor de transcripcion
MYB30 MYB30, activa a los
) genes del complejo .
Prc?te‘ma con FAE, CER?, CER3 y At3g28910 Ciclev10012152m 52
Dominio MYB30  cypg6A2, entre otros
genes
Factor de transcripcion
WINI inductor de ceras,
Inductor de induce a LACS2, Atlg15360 Ciclev10027305m 65
ceras 1 GPAT4y CERI, entre
otros genes
ABC Transportador ABC
Transportador que exporta las ceras
ABC desde la membrana - - -
dependiente de plasmatica a la pared
ATP celular

2 Base de datos de Arabidopsis (http//www.arabidopsis.org)
b Base de datos de C. clementina (http//www.phytozome.net)
<% de Identidad proteica entre Arabidopsis y C. clementina

La amplificacion por qRT-PCR permitié identificar cudles de los genes seleccionados
se expresan diferencialmente entre ambos cultivares de mandarino en hojas de 18 dias de
edad (Figura 4.I11.6). Entre los genes involucrados en la biosintesis de ceras, la epidermis
de las hojas de 'Okitsu’ mostré una induccion en CER6 de 7 veces respecto a 'Clemenules'.

Los VLCFAs generados por el complejo FAE, con la participacién de CER6, se derivan



posteriormente hacia las vias de produccion de ceras. Entre ellas, la descarboxilacion da
lugar a la produccion de alcanos, con la intervencion de los genes CER1 y CER3 (Figura
4.I11.6). Particularmente, los niveles de transcriptos de CER1 en 'Okitsu' fueron 5 veces
superiores a los de 'Clemenules’; mientras que por el contrario, CER3 mostrd una
expresion relativa de 0,41, equivalente a niveles de transcriptos 2,5 veces inferiores en el
cultivar resistente. Otra via que pueden seguir los VLCFAs es la formacion de acidos
grasos libres, a partir de la participacion del gen LACSI y la formacion de alcoholes
primarios a través de la intervencion de CER4 (Figura 4.111.6). Estos genes presentaron una
expresion relativa de 0,46 en las células epidérmicas de 'Okitsu’, es decir 2,2 veces menos
que 'Clemenules'. Por otro lado, el gen MAHI, que cataliza la produccidon de alcoholes
secundarios y cetonas, no mostré patrones de expresion diferencial entre cultivares
(Figura 4.II1.6). Notablemente, a excepcion de LACSI, que también participa de la
biosintesis de ceras, ninguno de los genes analizados involucrados en la biosintesis de
cutina mostro expresion diferencial entre cultivares en la epidermis de hojas de 18 dias de
edad. Por otro lado, entre los factores de transcripciéon que regulan la biosintesis de
cuticula, WINT se indujo 2,6 veces en 'Okitsu' con respecto a 'Clemenules’, mientras que
CER7 presentd6 una expresion relativa de 0,28 (-3,5 veces) (Figura 4.I11.6). Resulta
importante destacar que los genes WSDL y MYB30 no pudieron ser amplificados

exitosamente, y por lo tanto no fueron incluidos en este analisis.

A diferencia de lo que ocurri6 en la epidermis de hojas de 18 dias de edad, ninguno
de los genes involucrados en la biosintesis de ceras o cutina se expresd diferencialmente
entre ambos cultivares en las hojas de 36 dias de edad. Sin embargo, el transportador ABC
dependiente de ATP, mostré6 una expresion relativa de 0,28 en 'Okitsu' respecto a
'Clemenules' (-4 veces) (Figura 4.II1.6). Independientemente del cultivar analizado, los
niveles de transcriptos en hojas de 36 dias fueron inferiores o similares que en hojas de 18
dias de edad para todos los genes analizados (datos no mostrados). Estos resultados
demuestran que la regulacion de la biosintesis de cuticula varia de acuerdo al estado
fenoldgico y que una vez que la hoja se ha expandido completamente, no se agregan mas

componentes a la cuticula (Jeffree, 1996).
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Figura 4.II1.6. Analisis de la expresion de genes de biosintesis de cuticula en diferentes estados
de desarrollo de hojas de mandarino por qRT-PCR. La expresion de los genes en 'Okitsu’ fue
relativizada con respecto a 'Clemenules’, por lo cual se sefiala con la linea horizontal azul el valor de
1 para todos los genes en este cultivar. La expresion relativa se considera significativa si supera las
dos veces de induccién o represion (valores umbrales de 2 y 0,5, respectivamente). Los resultados
fueron normalizados mediante la expresién del ARNm que codifica para la Histona H4. La barra de
error indica la desviaciéon estandar de duplicados de dos experimentos independientes. CER6, [3-
cetoacil-CoA sintasa; CER3, eceriferum 3; CERI1, eceriferum 1, MAHI1, hidroxilasa de alcanos
MAH1; CER4, acil-CoA reductasa; LACS1 y LACS2 sintetasa de dcidos grasos de cadena larga 1y 2,
respectivamente; CYP86A, oxidasa de acidos grasos dependiente del citocromo P450 de la
subfamilia CYP86A2; GPAT4, glicerol-3-fosfato acil-CoA aciltransferasa 4; GDSL, lipasa de la
familia GDSL; ABC, transportador ABC dependiente de ATP; CER7, factor de transcripcién
ribonucleasa 7; WIN1, factor de transcripcién inductor de ceras 1.



4.111.3. Discusion

4.I11.3.1. Las propiedades fisicas y quimicas de la cuticula de las hojas de

'Okitsu’' estan involucradas en la resistencia a la cancrosis bacteriana

La funcién principal de la epidermis de las plantas es formar la cuticula, una barrera
funcional de la pared celular que evita la pérdida de agua excesiva y el ingreso de
sustancias extrafias o patogenos al interior de la planta. Esta modificacion de la pared
celular estd compuesta de una matriz de cutina, y de ceras, que se embeben en esta matriz
y ademds se depositan superficialmente. Las caracteristicas de la cuticula varian
considerablemente entre estados de desarrollo debido a que la misma cambia y madura a
medida que las hojas crecen. La cutina se forma en los estados iniciales de desarrollo de los
organos (Bird & Gray, 2003; Bernard & Joubes, 2013). La deposicion de ceras continua
mientras las hojas se expanden y la cuticula se desarrolla, incrementando la cantidad de
ceras y el espesor (Riederer & Schneider, 1990; Riederer & Markstadter, 1996). Una vez que
la hoja se ha expandido completamente, no se agregan mas componentes a la cuticula, y la

misma se mantiene hasta la senescencia (Jeffree, 1996).

De acuerdo a los resultados presentados en los Capitulos I y II, la resistencia en hojas
jovenes de 'Okitsu' se basa en la combinaciéon de varios mecanismos de defensa: un
desarrollo mas rapido de la cuticula; superficie cuticular lisa, sin depresiones que generen
sitios protegidos para la bacteria; y menor apertura estomatica, a causa de los rebordes
cuticulares. Ademads, la cuticula de las hojas de 18 dias de 'Okitsu' presenta una
permeabilidad significativamente menor con respecto a la de hojas de 'Clemenules’, que
impide el ingreso de X. citri al mesofilo. Un aspecto de gran importancia para el desarrollo
de cultivares resistentes a cancrosis seria determinar cudles son los genes que se inducen

diferencialmente en la epidermis para que la cuticula se desarrolle mas rapido en 'Okitsu'.

En este Capitulo se estudié la expresion de los principales genes involucrados en la
biogénesis de la cuticula en mandarino. Muy poco se conoce acerca de la sintesis,
transporte y regulacion de los componentes de la cuticula de citricos (Liu ef al., 2012; Wang

et al., 2014). No obstante, los conocimientos de la biologia molecular de la biogénesis de la



cuticula en Arabidopsis permiten la busqueda de genes ortologos en especies vegetales mas

complejas como los citricos.

El andlisis de la expresion diferencial de los principales genes involucrados en la
biogénesis de cuticula en mandarino demuestra que existe una mayor produccion inicial
de VLCFAs en 'Okitsu' con respecto a 'Clemenules’, desencadenada por la induccién de
CER6 en hojas de 18 dias de edad (Figura 4.II1.6 y 7). CER6 codifica para la enzima f3-
cetoacil-CoA sintasa, integrante del complejo multienzimatico FAE epidérmico, que
produce los VLCFAs, paso inicial de la biosintesis de ceras en las células de la epidermis
(Bernard & Joubes, 2013; Haslam & Kunst, 2013; Kunst & Samuels, 2009). En Arabidopsis, la
acumulacién de ceras estd regulada en gran parte por los niveles de CER6 debido a que
este gen se transcribe notablemente en todos los estadios de desarrollo del tallo y hojas
(Hooker et al., 2002). De esta manera, altos niveles de expresiéon de CER6 en lineas
sobreexpresantes de Arabidopsis resultaron en una gran acumulacién de ceras, mientras
que las mutantes cer6 presentaron una reduccion de todos los compuestos que conforman
la misma (Bernard & Joubes, 2013; Hooker et al., 2002). Si bien hasta la fecha no ha sido
descripto que estas mutantes sean mas susceptibles a la infeccién por patogenos, Garbay et
al., (2007) demuestran que existe una reduccion significativa de la expresion de genes
involucrados en la respuesta a estrés biotico, como las proteinas relacionadas a la
patogénesis y las defensinas. Por otro lado, CER6 se induce por estrés hidrico y osmotico

(Hooker et al., 2002).

Los VLCFAs generados por el complejo FAE se derivan posteriormente hacia otras
vias. Dentro de la via de la descarboxilacion, en 'Okitsu’ ocurre una mayor activacion de la
produccion de alcanos que en 'Clemenules' a través de la mayor induccion de CER1 y su
regulador WINI. Alternativamente, en 'Clemenules' la via de formacién de alcanos se
activa significativamente a partir de la expresiéon de CER3 y CER7 (Figura 4.111.6 y 7). Al
igual que lo que sucede para CER6, la expresion de CERI y CER3 esta limitada a la
epidermis y se incrementa en condiciones de estrés hidrico, situacién en la cual la sintesis
de ceras es particularmente activa (Bourdenx et al., 2011; Kosma et al., 2009). Las mutantes

cerl de Arabidopsis se caracterizan por una ausencia casi total de alcanos y sus derivados,



acompanada por un leve incremento en el contenido de aldehidos (Bourdenx et al., 2011;
Bernard et al., 2012). Las mutantes cer3 también presentan una reduccion dramadtica en
alcanos y sus derivados, pero a diferencia de las mutantes cerl, muestran ademas una
reduccion en la cantidad de aldehidos (Chen et al, 2003). Recientemente ha sido
demostrado que CER1 y CER3 constituyen los componentes centrales de un complejo
multienzimatico que cataliza la conversion redox-dependiente de VLCFAs a alcanos de
cadena carbonada larga, tanto en levaduras como en Arabidopsis (Bernard et al., 2012). Las
isoformas del citocromo b5 (CYTB5) de Arabidopsis incrementan la produccion de alcanos
actuando especificamente como cofactores de CER1, cediendo electrones. Segtin el modelo
propuesto por Bernard et al. (2012), CER3 codifica una reductasa de VLCFAs que cataliza
su reduccion a aldehidos; mientras que CER1 codifica una aldehido descarboxilasa que
cataliza la conversién de los aldehidos hacia alcanos, con la pérdida de 1 carbono. En
ausencia de su par, tanto CER1 como CER3 son capaces de conducir una débil conversién
de Acil-CoAs a alcanos, lo cual explica porque los fenotipos de las mutantes cer3 y cerl
presentan un nivel minimo de aldehidos y alcanos (Bourdenx et al., 2011; Chen et al., 2003).
Cabe destacar que en lineas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresan CER1, se indujo
una mayor acumulacion de alcanos en las ceras que resultd en una menor permeabilidad
cuticular (Bourdenx et al., 2011). En este sentido, la mayor inducciéon de CER1 en 'Okitsu’
podria conducir a una mayor formacion de alcanos en comparacion con 'Clemenules'. Si
bien se esperaria que una menor permeabilidad y un mayor espesor causado por una
mayor cantidad de alcanos contribuyeran a la resistencia frente a patogenos, las
sobreexpresantes de Arabidopsis en CER1 mostraron una mayor susceptibilidad a la
bacteria hemibiotrdfica Pseudomonas syringae y al hongo necrotdfico Sclerotinia sclerotiorum
(Bourdenx et al.,, 2011). Segun lo propuesto por los autores, la menor permeabilidad
cuticular podria disminuir la percepcion de PAMPs por parte de los receptores de
membrana, retrasando la activacion de la respuesta de defensa. De la misma manera,
como se ha discutido en el Capitulo I, la cuticula engrosada y menos permeable de las
hojas de 'Okitsu' impide la percepcion de la bacteria X. aurantifolii tipo C, y por lo tanto no

se desencadena en este cultivar la HR que se genera en 'Clemenules' (Figura 4.1.5 B). Dado



que X. citri no genera una HR en 'Okitsu’, la mayor formacion de alcanos en este cultivar
podria contribuir a la defensa frente a Xanthomonas a modo de barrera preformada,
constituyendo una cuticula mas espesa y menos permeable que contribuye a la resistencia
mediante los mecanismos propuestos en el Capitulo II. Por otro lado, en las hojas del
cultivar 'Clemenules' podria acumularse una mayor cantidad de aldehidos, de acuerdo a

los mayores niveles de CER3.
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Figura 4.I11.7. Vias diferenciales de biosintesis de cuticula entre los cvs. 'Clemenules' y 'Okitsu’,
en células epidérmicas de hojas de 18 dias de edad. La expresion de los genes en 'Okitsu’ fue
relativizada con respecto a 'Clemenules'. Los recuadros de color verde indican induccion del gen,
mientras que los de color rojo indican represion. Se muestran los valores del cultivar resistente de
acuerdo a los resultados presentados en la Figura 4.111.6. NS: diferencias no significativas.

Cabe destacar que parte de los alcanos producidos por los genes CERI1 y CER3
pueden ser sustratos para la biosintesis de alcoholes secundarios y cetonas, mediada por la

enzima MAHI. Sin embargo, el nivel de expresion de MAHI no muestra cambios



significativos entre ambos cultivares, indicando que la cantidad de estos compuestos seria

similar en hojas de 18 dias de edad.

Otra via que pueden seguir los VLCFAs es la formacion de alcoholes primarios,
catalizada por CER4. Las mutantes cer4 de Arabidopsis presentan una severa reduccion de
alcoholes primarios y ésteres en las ceras. Asi, fue demostrado que CER4 codifica una Acil-
CoA reductasa involucrada en la formacion de alcoholes primarios que varian entre 24 y
28 atomos de carbono (C24-C28). Debido a que los alcoholes de C30 se encuentran
presentes en las mutantes, se considera que otra enzima, aun no descubierta, participaria
en su biosintesis (Rowland et al., 2006). La induccion significativa de CER4 en hojas de
'Clemenules' indicaria una mayor produccion de alcoholes primarios en este estadio de
desarrollo. Se desconoce si la presencia de estos compuestos, junto con el aumento de
aldehidos podria ser la causa de una mayor permeabilidad observada en este cultivar.
Hasta el presente no han sido publicado trabajos en los cuales se muestre que los niveles
de expresion de CER4 afecte el comportamiento frente a patdgenos, por lo cual no se
puede predecir el efecto que puede tener la leve represion de este gen en 'Okitsu’ en la
resistencia frente a X. citri (Figura 4.II1.6 y 7).

La produccidon de cutina y ceras es un proceso regulado en parte por WINI. En
Arabidopsis se demostro que la sobreexpresion de WIN1 induce inmediatamente (30 min) la
expresion de muchos de los genes involucrados en la biosintesis de cutina, tales como
LACS2 y GPAT4; mientras que en una segunda etapa se inducen los genes implicados en la
biosintesis de ceras, como CER1 (Kannangara ef al., 2007, Broun et al. 2004). En hojas de 18
dias de edad, WINT se indujo significativamente en 'Okitsu' con respecto a 'Clemenules'. Si
bien esta induccidn estd acompafiada por un aumento de 5 érdenes de magnitud en los
niveles de CERI, este incremento de WINT no se manifiesta en aumentos en los niveles de
transcriptos de LACS1, LACS2 o GPAT4 (Figura 4.I11.6 y 7). Probablemente, esto se deba a
que la induccidon de la sintesis de cutina por parte de WINI en hojas de 'Okitsu' ha
ocurrido ya previamente, generando un mayor espesor de la cuticula en hojas de 18 dias,

como fue demostrado en el Capitulo II. Por otra parte, en hojas de 'Clemenules’ de 18 dias



de edad, la biosintesis de cutina se encuentra inducida a través de la expresion diferencial

de LACS1, que participa en los pasos iniciales de la biosintesis de este biopolimero.

En su conjunto, estos resultados indican un desarrollo més rapido de la cuticula en
las hojas de 'Okitsu' en comparacion con las de 'Clemenules’, como ha sido propuesto en el
Capitulo II. Ademas, el hecho de que en hojas de 36 dias de 'Clemenules' exista una alta
induccion del transportador ABC dependiente de ATP con respecto a 'Okitsu', podria
sefnalar que en esta instancia atn continta el transporte y la deposicion de ceras hacia la
superficie cuticular en este cultivar susceptible, consecuencia de un menor desarrollo
cuticular en etapas previas. Los demds genes analizados no se encuentran
diferencialmente inducidos en hojas de 36 dias de edad de ambos cultivares de
mandarino. Estos resultados concuerdan con los presentados en el Capitulo II acerca del
espesor y la permeabilidad de la cuticula, similares entre ambos cultivares en las hojas de

36 dias de edad (Figura 4.11.3 y 5).

Necesariamente, el conocimiento al cual se ha llegado en Arabidopsis debe ser
complementado con informacion de otras especies de plantas, dado que a pesar de ser una
planta modelo, Arabidopsis presenta caracteristicas atipicas en su cuticula (Nawrath, 2006).
Su espesor cuticular es ultrafino (22 nm en hojas y de 45 nm en peciolos), notablemente
menor al de la mayoria de las especies (Franke et al., 2005). Ademas, parte de los
mondmeros que componen la cutina de Arabidopsis son diferentes de los descriptos para la
mayoria de las especies, porque consisten de altas cantidades de acidos dicarboxilicos de
16 y 18 C (Franke et al., 2005). Todas estas razones contribuyen a considerar que los
mecanismos de biosintesis de cuticula en citricos y en otras especies pueden presentar
variaciones con respecto a lo publicado para Arabidopsis. Por consiguiente, es importante
destacar que los genes analizados deberian ser estudiados en otros estados de desarrollo

de las hojas para confirmar los resultados obtenidos, y afadirse nuevos genes al andlisis.

Si bien se requiere realizar una mayor cantidad de estudios para dilucidar
completamente cudles son las rutas biosintéticas que generan un mayor espesor cuticular

en hojas jovenes del cv. 'Okitsu’, este acercamiento permite comenzar a comprender



algunos de los procesos que ocurren. Algunos de los genes que se expresaron
diferencialmente en este estudio podrian ser candidatos a incluir en un programa de
mejoramiento para resistencia a cancrosis. Por otro lado, la microdiseccion de la epidermis
y el analisis posterior de la expresion génica del transcriptoma completo, a través de
secuenciacion total del ARN o andlisis por microarreglos, son herramientas
imprescindibles para el descubrimiento de nuevos genes involucrados especificamente en
la biosintesis de la cuticula en citricos. En trabajos realizados en frutos de C. clementina
mediante microdiseccion de tejidos especificos, el perfil transcriptomico de la epidermis
mostrd una alta proporcion de genes de funcién desconocida (Matas et al., 2010), por lo
cual, la comparacion con especies modelo como Arabidopsis puede estar enmascarando la
importancia de otros genes y mecanismos involucrados en biosintesis que no son

conocidos en esta especie.

4.I11.3.2. La cuticula funciona como una barrera de defensa no so6lo pasiva, sino

también activa contra patdgenos

Tradicionalmente se ha considerado a la cuticula como una barrera de defensa
pasiva, eficiente contra la mayoria de los patégenos que colonizan la superficie de las
plantas (Reina-Pint6é & Yephremov, 2009). Asi, plantas mutantes de maiz que presentan
menores niveles de ceras, son mas susceptibles a la bacteria Clavibacter michiganensis subsp.
nebraskensis, ya que el menor espesor cuticular permite una mayor difusién de nutrientes a
través de la cuticula y una mayor acumulaciéon de agua que favorece el crecimiento
bacteriano (Marcell & Beattie, 2002). Por otro lado, plantas mutantes de Arabidopsis lacs2,
que presentan una cuticula aproximadamente 1,6 veces mas fina que las plantas salvajes
son mas susceptibles a bacterias hemibiotréficas, como Pseudomonas syringae. Debido a que
estas mutantes presentan una cuticula mas permeable al agua, la colonizacién de la
bacteria se ve favorecida por un aumento en la difusiéon de nutrientes y agua (Tang et al.,

2007).



Estudios genéticos recientes en Arabidopsis demuestran que la cuticula no sélo actua
como una barrera fisica frente a la invasion por patogenos, sino que también es una fuente
potencial de moléculas elicitoras y de senalizacion, involucradas en los circuitos que
conducen a la defensa del hospedador (Reina-Pinto & Yephremov, 2009; Raffaele et al.,
2009). Particularmente, los VLCFAs y sus derivados, incluidos los esfingolipidos, estan

involucrados en esta respuesta de defensa.

Son numerosos los estudios que han demostrado que los lipidos cuticulares pueden
jugar un rol como moléculas mensajeras en interacciones planta-patdgeno (Kolattukudy et
al., 1995; Raffaele, et al., 2009; Reina-Pinto & Yephremov, 2009). Por ejemplo, para algunos
hongos, la liberacion de los mondmeros de cutina desencadena la secrecion de cutinasas
(Woloshuk & Kolattukudy, 1986), mientras que algunos metabolitos de la cutina y de ceras
inician la formacion de apresorios y favorecen asi la penetracion de algunos hongos
(Kolattukudy et al., 1995; Podila et al., 1993; Reisige et al., 2006). Por el contrario, en otras
interacciones planta-patdgeno los mondmeros de cutina pueden inducir la expresion de
genes relacionados a la patogénesis y elicitar la produccion de perdxido de hidrogeno
(H202) que incrementa las defensas de las plantas (Kim ef al., 2008; Park et al., 2008). Por
otro lado, plantas de Arabidopsis mutantes lacs2 que presentan claros defectos cuticulares
son muy resistentes a Botrytis cinerea, debido a que los PAMPs del hongo son mas
facilmente percibidos por la planta al traspasar la cuticula, y se desencadena la respuesta
de defensa de la misma (Tang et al., 2007). En lineas generales, se considera que las sefiales
derivadas de la cuticula actian negativamente sobre los hongos necrotréfos, al

desencadenar la respuesta de defensa de la planta.

Es importante destacar que los mecanismos que operan en cada interaccion planta-
patégeno son muy especificos, y por lo tanto una cuticula mas fina puede favorecer al
desarrollo de algunos patogenos pero desfavorecer el de otros a través de diferentes

mecanismos, pasivos o activos.

En esta Tesis Doctoral se ha propuesto que la cuticula de 'Okitsu’ posee un rol como

barrera de defensa preformada contra X. citri. Mas alld de este rol pasivo que ha sido



comprobado, seria interesante determinar si la cuticula de los citricos cumple también
algun rol activo en su interaccion con la bacteria. Como se ha demostrado en el Capitulo I,
la cuticula engrosada y menos permeable de las hojas de 'Okitsu' impide la percepcion de
la bacteria X. aurantifolii tipo C y por lo tanto no se desencadena en este cultivar la HR que
se genera en 'Clemenules' (Figura 4.1.5 B). Por lo tanto, si bien no se esperaria que la
cuticula funcione activamente en la defensa frente a X. citri en el cv. 'Okitsu’, no deberia
descartarse que en 'Clemenules' o en otras especies citricas se active una respuesta de
defensa. En este sentido, y segtin lo propuesto en la bibliografia, la cuticula mas fina y
permeable permitiria que se detecten los PAMPs de la bacteria, induciendo una PTI, pero
posteriormente esta respuesta de defensa seria suprimida por el xantano de X. citri u otro
supresor bacteriano (Enrique et al., 2011). El estudio de la expresién génica en hojas a
tiempos tempranos post-inoculaciéon con X. citri podria proveer informacion en este

sentido.
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5. Discusion Integradora

Como se ha planteado a lo largo de esta Tesis Doctoral, los cultivares resistentes son
la mejor solucion a largo plazo para el manejo de la cancrosis bacteriana de los citricos. Sin
embargo, existen muy pocos cultivares de importancia comercial que presentan resistencia
a X. citri. Por mucho tiempo, 'Okitsu’ ha sido citado como un cultivar resistente a la
cancrosis de los citricos causada por X. citri (do Amaral et al., 2010; Gottwald et al., 2002;
Shiotani et al., 2008). Sin embargo, las caracteristicas de esa resistencia no habian sido
cuantificadas a campo ni correlacionadas con el comportamiento en condiciones
controladas. Tampoco habian sido descriptas las razones de esta resistencia. En esta Tesis
de Doctorado, se ha confirmado que la resistencia en hojas jovenes de 'Okitsu’ se basa en la
combinacion de varios mecanismos de defensa: un desarrollo mas rdpido de la cuticula;
superficie cuticular lisa, sin depresiones que generen sitios protegidos para la bacteria; y
menor apertura estomatica, a causa de los rebordes cuticulares. Ademas, la cuticula de las
hojas de 18 dias de 'Okitsu' presenta una permeabilidad significativamente menor con
respecto a la de hojas de 'Clemenules’, que impide el ingreso de X. citri al mesoéfilo. Por
otro lado, se ha determinado que en la epidermis de las hojas jovenes del cv. 'Okitsu’ se
induce significativamente el gen CER6, relacionado a la sintesis de VLCFAs, primer paso
de la biosintesis de ceras, y otros genes involucrados en la sintesis y regulacion de la via de
produccion de alcanos, como CER1 y WINI. Si bien son requeridos mas estudios para
dilucidar completamente cudles son las vias que generan un mayor espesor cuticular en
hojas jovenes del cv. 'Okitsu’, algunos de los genes que se expresaron diferencialmente en
este estudio podrian ser candidatos a incluir en un programa de mejoramiento en citricos

para resistencia a cancrosis.

La complejidad para realizar mutantes artificiales en plantas perennes lefiosas como
los citricos (Liu et al., 2012) dificulta la confirmacion de los resultados presentados en esta
Tesis. Otra estrategia para el estudio de la funcion génica en plantas es mediante el
silenciamiento génico, inducido por virus o mediado por la expresion de ARN de doble

cadena con estructura tipo “hairpin” (ARNhp) (Helliwell & Waterhouse, 2003; Fusaro et al.,



2006, Enrique et al., 2011, Agiiero et al., 2012). En consecuencia, el empleo de esta
herramienta biotecnoldgica en el cv. 'Okitsu' contribuira a validar si la expresion
diferencial de los genes candidatos, involucrados en la sintesis y regulacion de la cuticula
es la responsable de una mayor resistencia a la cancrosis bacteriana. Por otro lado, la
transformacion genética es una alternativa prometedora que puede resolver muchos
problemas del mejoramiento clasico de los citricos como la alta heterocigosis, y los largos
periodos de juvenilidad. Sin embargo, antes de comenzar el complicado proceso de
transgénesis en especies citricas, se recomienda evaluar la utilidad potencial de un gen
candidato por estudios de expresion transiente (Sendin et al., 2012). La transformacion
genética y recuperacion de transformantes ha sido lograda en varias especies de citricos y
géneros relacionados, como por ejemplo el limoén rugoso (Citrus jambhiri), naranjo dulce,
mandarinos, citrange 'Carrizo' (Poncirus trifoliata x C. sinensis), Poncirus trifoliata, y lima
mexicana (Pefia & Navarro, 1999). Sin embargo, la regeneracion in vitro de tejidos y la

transformacion de algunas especies como C. limon contintia siendo recalcitrante.

Entre los genes que se han visto diferencialmente expresados en este estudio,
especificamente, el gen CER6 de Arabidopsis, presenta un promotor que es muy efectivo
para generar altos niveles de expresion génica en epidermis de plantas, y su accion ha sido
demostrada no sélo en Arabidopsis sino también en otras especies no relacionadas como
tabaco (Hooker et al., 2002). Asi, este promotor puede ser una herramienta muy util para la
modificacion de las caracteristicas superficiales de los cultivos a través de la expresion de

genes en la epidermis (Hooker et al., 2002).

Una caracteristica notable de muchas hojas es que el agua tiende a formar gotas que
resbalan, arrastrando las particulas y suciedad de la superficie de la hoja. La eficiencia de
este mecanismo de autolimpieza, denominado "efecto Lotus", varia entre especies y
durante la ontogenia de drganos, pero se ha correlacionado con la abundancia de ceras
epicuticulares que repelen el agua (revisado por Yeats & Rose, 2013). Se cree que esta
caracteristica de superficie autolimpiante ayuda a prevenir la germinacién de esporas de
patdgenos o de acumulacion de bacterias, arrastrandolas. En base al descubrimiento del

“efecto Lotus”, ha sido propuesto que seria importante el desarrollo de materiales



biomiméticos eficaces, que permitan simular una superficie autolimpiante en cultivos
agricolas con altos grados de hidrofobicidad (Bhushan, 2012). En este sentido, debido a
que las ceras naturales de los frutos citricos se remueven parcialmente durante el
prolongado lavado y procesado en la planta de empaque, las mismas son reemplazadas
con productos sintéticos o naturales similares para prevenir el deshidratado de la fruta o
los desdrdenes fisioldgicos, ademds de generar un aspecto brilloso (Njombolwana et al.,
2013). Las ceras mas utilizadas para este fin son las ceras en emulsion, principalmente en
base a carnauba, una cera que proviene de la palmera nativa de Brasil Copernicia cerifera, y
de polietileno. De acuerdo a los resultados presentados, las hojas de 18 dias de edad del
cv. 'Okitsu’ presentarian un “efecto Lotus”. Seria de gran importancia determinar la
composicion de la cuticula de este cultivar a través de estudios de metabolémica para
analizar la posibilidad de desarrollar productos biomiméticos en base a estos

componentes.
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6. Resumen

La zona central de la provincia de Santa Fe presenta condiciones agroecoldgicas adecuadas
para la produccion de citricos, aunque para extender la produccion de estos frutales, se
hace necesaria la difusidon de los conocimientos de adaptacion de los diferentes cultivares,
asi como la informacion referente al comportamiento frente a las enfermedades mas
importantes de los citricos. En relacion a este punto, la cancrosis bacteriana de los citricos
(CBC), causada por Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri), es una de las enfermedades que
mayores danos causa en las plantaciones de la provincia. Entre todas las medidas de
manejo aplicables a la CBC, el cultivo de genotipos resistentes es la mejor solucién a largo
plazo. Afortunadamente, existen diferencias de susceptibilidad entre las especies y
cultivares del género Citrus. Especificamente, entre los genotipos de mandarino, ha sido
reportado que el cv. 'Okitsu' es mas resistente al desarrollo del cancro que el cv.
'Clemenules', aunque los mecanismos involucrados en esta resistencia diferencial son
desconocidos. En la presente Tesis Doctoral se describen los resultados obtenidos en el
andlisis de la interaccion entre X. citri y los cultivares de mandarino 'Clemenules' y
'‘Okitsu’, tanto bajo condiciones de campo como bajo condiciones de crecimiento
controladas. Las evaluaciones a campo demostraron que las hojas de 'Okitsu’ presentan un
menor periodo de susceptibilidad a X. citri. Por otro lado, en camara de crecimiento se
comprobd que la resistencia a cancrosis en el cv. 'Okitsu’ se “quiebra” cuando las hojas son
inoculadas con X. citri por el método de infiltracion, indicando que la resistencia en este
cultivar depende de la integridad de las barreras superficiales de las hojas. Por métodos de
inoculacion no invasivos como la aspersion, las diferencias entre ambos cultivares en la
susceptibilidad a X. citri fueron mayores en hojas inoculadas entre los 15 y 22 dias de
edad, por lo cual se analizaron las posibles barreras de defensa en este estadio en
particular. El estudio de la dindmica temporal y espacial de las barreras estructurales de la
hoja de ambos cultivares de mandarino, sugiere que en 'Okitsu' la cuticula constituye una
barrera de defensa constitutiva que impide el ingreso de X. citri al mesdfilo de las hojas.
Un acercamiento al estudio de la biogénesis de la cuticula en ambos cultivares de

mandarino permiti6 identificar genes candidatos, los cuales podran ser utilizados para el



desarrollo de estrategias biotecnoldgicas que permitan manipular la composicion de la

cuticula y desarrollar cultivares resistentes a CBC u a otros patdgenos de citricos.
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