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RESUMEN

La mayoria de las bacterias fitopatégenas viven de forma epifitica sobre las plantas antes de la colonizacion y
sobreviven en la superficie del tejido del hospedante, mediante la formacion de biopeliculas. La capacidad para producir
exopolisacaridos es critica para la formacién de las mismas en diversas bacterias. En este trabajo, se estudio la formacion
de biopeliculas de X. citri subsp. citri, bacteria responsable de la cancrosis de los citricos, y su relacion con la supervivencia
epifitica y el desarrollo del cancro sobre hojas de plantas de limonero. Mediante tincién con cristal violeta y analisis de
microscopia confocal de barrido laser, se observd que X. citri subsp. citri forma estructuras de biopeliculas sobre hojas de
limonero. En contraste, una cepa mutante defectiva en la biosintesis del exopolisacarido xantano, denominada X. citri
subsp. citri gumB, fue incapaz de formar dichas estructuras y su supervivencia epifitica y capacidad de desarrollar la
enfermedad en la planta se vieron comprometidas. Estos resultados sugieren que la formacion de biopeliculas tiene una
importancia clave en la fase epifitica de X. citri subsp. citri antes y durante el desarrollo del cancro.
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ABSTRACT
Role of xanthan in biofilm formation during Xanthomonas citri subsp. citri epiphytic life and its relationship to
canker development

Almost all phytopathogenic bacteria have an epiphytic life before invading the host plant. These bacteria
survive on the surface of the host tissue through biofilm formation. The ability to produce exopolysaccharides is critical for
biofilm formation in several phytopathogenic bacteria. In this work, biofilm formation by Xanthomonas citri subsp. citri
(bacterium responsible for citrus canker disease), and its relationship to epiphytic survival and canker development on
lemon leaves were studied. Through crystal violet staining and confocal laser scanning microscopy analysis, it was
observed that X. citri subsp. citri forms biofilm structures on lemon leaves. Furthermore, a X. citri subsp. citri gumB mutant
strain, defective in production of exopolysaccharide xanthan, did not form a structured biofilm and showed reduced growth
and survival on leaf surfaces, and reduced disease symptoms. These results suggest that biofilm formation has an
important role in X. citri subsp. citri epiphytic survival prior to canker development.

Key words: Citrus limon, exopolysaccharides, citrus canker, confocal laser scanning microscopy, gumB gene.
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INTRODUCCION

La formacion de biopeliculas es fundamental en el
ciclo de vida de muchos microorganismos. Las bacterias
forman biopeliculas cuando perciben una superficie, se
adhieren a ella y, a continuacién, elaboran sefales
quimicas para coordinar la diferenciacién y formacién de
estructuras, incluyendo la de una cubierta polisacarida
protectora (Scott and Manning, 2003). Si bien la
composicion de la biopelicula es variable segun el sistema
de que se trate, en general su componente mayoritario es el
agua, que puede representar hasta un 97% del contenido
total. Ademéas de agua y de las células bacterianas, la
matriz de la biopelicula es un complejo formado
principalmente por exopolisacaridos (EPS), proteinas,
lipidos y acidos nucléicos (Branda et al., 2005; Southey-
Pillig et al., 2005; Steinberger and Holden, 2005;
Sutherland, 2001).

Se demostré que las biopeliculas protegen a las
bacterias del estrés ambiental, de los mecanismos de
defensa del hospedero y de los compuestos
antimicrobianos (Branda et al., 2005; Camilli and Bassler,
2006; Parsek and Fuqua, 2004), por lo que no es
sorprendente que estén correlacionadas con la virulencia
en numerosas bacterias (Fujishige et al., 2006; Laue et al.,
2006). Se ha encontrado una asociacién entre la formacién
de biopeliculas y la virulencia para una variedad de
infecciones bacterianas cronicas en humanos (Parsek and
Singh, 2003). Sin embargo, hay pocos estudios sobre el rol
de la formacién de biopeliculas en el desarrollo de
enfermedades bacterianas en plantas (Crossman and Dow,
2004; Koutsoudis et al., 2006). La mayoria de las bacterias
fitopatégenas viven de forma epifitica sobre las plantas
antes de la colonizacion y el progreso de la enfermedad
estd directamente relacionado con el tamafio de la
poblacién epifitica del patégeno, la que a su vez depende
de su capacidad para producir biopeliculas (Hirano and
Upper, 1983).

En la constitucion de las biopeliculas, se pueden
diferenciar tres etapas: la primera es la de adhesion a la
superficie, que se produce generalmente mediante
apéndices bacterianos como los flagelos. Una vez que la
adhesioén es irreversible, comienza la segunda etapa, la
etapa de crecimiento: las bacterias se dividen formando una
microcolonia. Durante esta etapa, se produce la sintesis de
exopolisacaridos que forman la matriz de la biopelicula, la
que progresivamente toma una conformacion
tridimensional. Cuando la biopelicula ha alcanzado la
madurez se produce la tercera etapa, en la que algunas
células se liberan de la matriz para colonizar nuevas
superficies.

La capacidad para producir EPS es critica para la
formaciéon de biopeliculas en diversas bacterias
fitopatdégenas. La composicion de los EPS varia segun la
bacteria y las condiciones ambientales en las que estas se
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encuentren. Las bacterias del género Xanthomonas
producen el xantano, un EPS constituido por unidades
repetitivas de pentasacaridos con la estructura manosa-(3-
1,4)- acido glucuronico-(B-1,2)-manosa-(a-1,3)-celobiosa
(Jansson et al., 1975).

X. citri subsp. citri, responsable de la cancrosis de los
citricos, produce lesiones corchosas tipicas denominadas
“cancros” (Brunings and Gabriel, 2003), que constituyen la
principal fuente de propagacion de la enfermedad (Cubero
and Graham, 2004). En este trabajo, se investigd la
formacién de biopeliculas por parte de X. citri subsp. citri y
su posible rol en la supervivencia epifitica y desarrollo del
cancro. Se demostré que X. citri subsp. citri forma
estructuras de biopeliculas sobre las hojas de los citricos.
En contraste, una cepa mutante defectiva en la biosintesis
de xantano fue incapaz de formar estructuras de
biopeliculas y se vio comprometida en su supervivencia
epifitica y en su capacidad de desarrollar sintomas en
plantas, por lo que se infiere que la formacion de
biopeliculas seria importante en la fase epifitica de la
enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Se aisld la cepa salvaje de X. citri subsp. citri de
hojas de limonero con sintomas tipicos de cancrosis, en el
laboratorio de la Seccion Fitopatologia de la Estacion
Experimental Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC).
Las cepas se cultivaron a 28°C en medio nutritivo PYM:
peptona 5 g/l, extracto de levadura 3 g/l y extracto de malta
3 g/l (Siciliano et al., 2006). Para los analisis de formacion
de biopeliculas, se criaron las bacterias en medio minimo,
que contenia glucosa (1% p/v) como fuente de carbono
(Sherwood, 1970). Se midi6 el crecimiento bacteriano con
un espectrofotémetro Spectronic 20GEnesys (Termo
Electron Corporation, Boston), a 600 nm. Los antibiéticos
kanamicina y gentamicina se utilizaron en concentraciones
de 50 pg/mly 10 pg/ml, respectivamente.

Obtencion de una mutante de X. citri subsp. citri
deficiente en la sintesis de xantano

Las técnicas moleculares utilizadas en este estudio
se basaron en los protocolos descriptos previamente
(Sambrook et al., 1989). EI ADN gendmico de la cepa de X.
citri subsp. citri se extrajo de acuerdo a Chen and Kuo
(1993). Se amplifico un fragmento de 1457 pb a partir de la
region que codifica los genes gumB'y gumC (involucrados
en la sintesis de xantano), usando el par de cebadores
AGTTACGTGTTGGCGATCTTGGC (sentido) y
AATGGCGTGCGGTCTCTTTC (antisentido), disefiados a
partir de las secuencias de X. citri subsp. citri disponibles
en GenBank (AE008923) (da Silva et al., 2002). Cada
reaccion de PCR, de 50 pl, estuvo compuesta por: 0,2 uM
de cada cebador; tampén de PCR 1x; 1,5 mM de MgClz;
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0,2 mM de dNTPs; 75 ng de ADN y 1 U de Taqg ADN
polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo con un
termociclador Mastercycler (Eppendorf, Hamburg,
Alemania), usando las siguientes condiciones (35 ciclos):
95°C por 60 s, 63°C por 30 s 'y 72°C por 90 s. Todas las
reacciones comenzaron con un paso de desnaturalizacién
inicial de 95°C por 10 min y un Unico ciclo de extension
final de 72°C por 10 min. Los productos de PCR fueron
observados mediante electroforesis en gel de agarosa al
0,8% (Sambrook et al., 1989). Las bandas
correspondientes fueron purificadas a partir de gel, usando
el “kit” de extraccion de Qiaex Il (Qiagen, Valencia, CA,
USA), y fueron posteriormente clonadas en un vector
pGEM-Teasy (Promega, Madison, WI, USA), para producir
el plasmido pLR-XB. El fragmento gumB-C contiene un
sitio de corte para la enzima de restriccion BamHI. El
fragmento de 2 kb que contiene el casete Kmr (Q) de pAZ
(Q) (amablemente proporcionado por la Dra. Angeles
Zorreguieta, de la Fundacion Instituto Leloir, Buenos Aires,
R. Argentina) fue insertado en el sitio de corte de gumB,
BamHlI, generando una copia interrumpida del gen gumB.
Estas construcciones fueron digeridas con Notl y
subclonadas en un vector suicida, pJQ200KS (Muller et al.,
1993). El plasmido pSac-EPS generado fue introducido
mediante electroporacion en la cepa salvaje de
Xanthomonas citri subsp. citri, siguiendo el protocolo
descripto en Guilhabert et al. (2001). Las bacterias
transformadas se seleccionaron en medio nutritivo PYM
solidificado con 1,5% (p/v) de agar, 50 pg/ml de
kanamicina y 5% de sacarosa (Muller et al., 1993). La
disrupcion del locus gumB en la cepa mutante gumB::Km:
fue confirmado por PCR y Southern blot (dato no
mostrado).

Evaluacion de la producciéon de xantano

Para evaluar la produccion de xantano, las cepas
de Xanthomonas citri subsp. citri (salvaje y mutante) fueron
cultivadas en medio PYM suplementado con 2% de D-
glucosa a 28°C por 24 h, con agitacion. Se precipito el EPS
con etanol a partir del sobrenadante del cultivo, secandose
y pesandose tal como se describe en Vojnov et al. (1998).

Material vegetal y ensayos de patogenicidad

Se utilizaron plantas de limén (Citrus limon (L.)
Burm. f. cv. Eureka) de un afio de edad, injertadas y
mantenidas en invernadero bajo condiciones de
temperatura y humedad controladas.

Para los ensayos de patogenicidad, se inocularon
tres hojas de cada planta y tres plantas para cada cepa de
Xanthomonas. Las inoculaciones se realizaron con
suspensiones bacterianas de Xanthomonas citri subsp.
citri salvaje, Xanthomonas citri subsp. citri mutante y
Xanthomonas citri subsp. citri mutante complementada con
el plasmido plZD15-261, que contiene la secuencia

completa del gen interrumpido en la mutante. La
concentracion bacteriana utilizada fue de 107 unidades
formadoras de colonias (UFC)/ml en MgCl: 10mM vy los
métodos de inoculaciéon fueron: infiltracion por presion,
aspersion y herida mas aspersion. Las plantas inoculadas
se conservaron en camaras de crecimiento durante 30
dias, a 28°C, con humedad alta (>80% HR) y 16 h de luz
de 150 yE/sm? a 200 pE/sm?.

La evolucion de los sintomas de la enfermedad fue
monitoreada fenotipicamente en tres ensayos bioldgicos
independientes y mediante curvas de crecimiento
bacteriano.

Cuantificacion de poblaciones bacterianas en plantas

Para la cuantificacién de las poblaciones
bacterianas, de cada planta se tomaron tres discos de 1
cm? de superficie de hojas inoculadas, como describen
Siciliano et al. (2006). Los discos fueron sumergidos en
500 pl de MgCl= 10mM, recuperandose las células
bacterianas mediante maceracion del tejido con un
pequefio pildn plastico y agitacion durante 5 min. Se
realizaron diluciones seriales de la suspension,
sembrandose 100 pl de cada dilucion en placas de Petri
que contenian PYM agar y luego se incub6 a 28°C.
Después de 48 h, se realizé el recuento de las UFC. La
cuantificacién se realiz6 una vez por semana. Cada
experimento se realizé por triplicado.

Para la determinacion de la supervivencia epifitica,
se aislaron las poblaciones bacterianas de acuerdo al
método descripto por Morris et al. (1998). Las bacterias
epifiticas fueron determinadas como se describié
anteriormente, con la diferencia que los discos de hojas no
se maceraron y solo fueron agitados suavemente durante
2 min a temperatura ambiente, para liberar solo las
bacterias de la superficie de las hojas y no las bacterias del
interior del apoplasto celular. La determinacion se realizo
diariamente durante siete dias. Se utilizaron tres plantas
para cada determinacién y cada experimento se realiz6 por
triplicado.

Estudios de adherencia bacteriana mediante tincién
con cristal violeta

Para estudiar la adhesion bacteriana a las hojas de
limonero, se cortaron discos de hojas sanas y se colocaron
en placas de Petri, con la cara adaxial hacia abajo. Los
discos fueron inoculados con cada una de las
suspensiones de Xanthomonas citri subsp. citri (salvaje y
mutante) a una concentracion de 1x10° ufc/ml, siendo
luego incubadas a 28°C durante 1, 3, 15y 24 h.

La adhesion bacteriana fue revelada mediante
tincion con cristal violeta, de la siguiente manera: una vez
transcurrido el tiempo establecido, los discos de hojas se
lavaron tres veces con H:0 destilada estéril y se calentaron
a 60°C por 20 min, para permitir que el colorante se fijara a
las bacterias. Posteriormente, las hojas se incubaron en
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una solucion de cristal violeta 30% (p/v), a temperatura
ambiente durante 45 min. Los discos se lavaron tres veces
con H:O destilada estéril, para remover el exceso de
colorante. Se analizd macroscépicamente el colorante
adherido a las células bacterianas, que a su vez estaban
unidas a la superficie de la hoja. La intensidad del color
azul es directamente proporcional al nUmero de bacterias
adheridas.

Dinamica del desarrollo de la biopelicula

Para analizar la dinamica de la biopelicula, se us6
un microscopio confocal invertido de barrido laser (CLSM:
“inverted confocal laser scanning microscope”). Ambas
cepas (Xanthomonas citri subsp. citri salvaje y mutante)
fueron transformadas con el plasmido pMP2444, que
codifica una proteina fluorescente verde (GFP) (Stuurman
et al., 2000). Las hojas de limonero fueron inoculadas por
aspersion con la suspension bacteriana de la cepa salvaje
de X. citri subsp. citri, marcada con GFP, y con la cepa
mutante gumB::Km.. Las plantas fueron incubadas hasta
que se formaron cancros en las mismas condiciones
descriptas anteriormente. Para las observaciones, se
cortaron areas de hojas de 1 cm? y se montaron sobre el
lado adaxial en un portaobjetos de vidrio.

RESULTADOS

Una cepa mutante de X. citri subsp. citrien el gen gumB
es deficiente en la produccién de xantano

Para investigar el rol del xantano en la formacion de
biopeliculas, fue necesario crear una cepa mutante de X.
citri subsp. citri deficiente en la produccién del polisacarido.
Esta se gener6 mediante mutagénesis de intercambio
alélico, reemplazando el gen gumB funcional, necesario
para la produccion de xantano (Vojnov et al., 1998) con un
casete de resistencia a kanamicina (Km) (Q), a través de
recombinacién homologa.

Los cultivos de ambas cepas (mutante y salvaje)
mostraron la misma cinética de crecimiento en medio PYM
suplementado con 1% de glucosa (Figura 1 A), por lo que la
mutante no manifestd pérdida de viabilidad. Con la
purificacién y cuantificacién de los polisacaridos
extracelulares del cultivo, se determind que ambas
bacterias sintetizan el xantano y lo liberan al medio como
un polisacarido soluble. Sin embargo, se observaron
grandes diferencias en la produccion de EPS entre las
cepas de X. citri subsp. citri salvaje (8,2 g/l) y la mutante
gumB (0,15 g/l) (Figura 1 B). La complementacion de la
mutante gumB con el plasmido recombinante plZD15-261,
portador del grupo completo de genes gum de X.
campestris pv. campestris (Vojnov et al., 1998, 2002),
restaurd la produccion de xantano al mismo nivel que X.
citri subsp. citri salvaje (9,1 g/l).
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El xantano es necesario para la adhesiéon de X. citri
subsp. citri a la superficie de la hoja de limonero

La adhesion bacteriana a superficies biodticas fue
evaluada por tincién con cristal violeta sobre discos de
hojas sanas de limén durante 24 h. El nimero de bacterias
adheridas en las hojas inoculadas con la cepa mutante X.
citri subsp. citri gumB fue significativamente menor con
respecto a las hojas inoculadas con X. citri subsp. citri
salvaje a partir de las 15 h de incubacién (Figura 2). No se
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Figura 1. A) Cinética de crecimiento de cultivos liquidos de la
bacteria Xanthomonas citri subsp. citri salvaje y la mutante
gumB. B) Xantano obtenido a partir de los sobrenadantes de
cultivo de la cepa salvaje y mutante gumB luego de la
precipitaciéon con etanol. La cantidad de EPS producido por las
cepas de Xanthomonas se expresa como g de xantano seco por
litro de cultivo. El plasmido recombinante plZD15-261, utilizado
para complementar a la mutante de Xcc gumB, posee el “cluster”
completo de genes gum de X. campestri pv. campestri 8004.
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Figura 2. Adhesion bacteriana en hojas de limonero. La adhesion bacteriana y la formacién de biopeliculas en la cara abaxial de hojas
de limonero fueron analizadas mediante tincién con cristal violeta luego de 1, 3, 15 y 24 h de incubacion. Las células bacterianas
adheridas a la superficie de la hoja se evaluaron macroscépicamente por la intensidad del color azul.

observaron diferencias significativas en la adhesién
bacteriana entre X. citri subsp. citri salvaje y la mutante
gumB complementada por el plasmido plZD15-261 (datos
no mostrados).

Biopelicula y supervivencia epifitica en la interaccion
limonero-X. citri subsp. citri

El desarrollo de la enfermedad puede depender del
grado de adhesion de la bacteria a la superficie de las
hojas y de su capacidad para formar biopeliculas. Esta
Ultima se evalué mediante monitoreo por CLSM durante 25
dias. Para este ensayo, se utilizd6 una cepa de X. citri
subsp. citri portadora del gen GFP. Alas 24 h después de la
inoculacion, se detecté fluorescencia sobre la superficie de
las hojas y, a los seis dias posteriores a la inoculacién
(d.p.i.), se distinguieron microcolonias y estructuras
complejas, constituidas por capas multiples de células en
contacto unas con otras, predominantemente a través de
interacciones laterales. Las células de la bacteria se
adhirieron de forma horizontal y vertical, distribuidas al azar
sobre las hojas de limonero (Figura 3 A). En contraste, las
mutantes deficientes en xantano crecieron como células
aisladas y no formaron microcolonias sobre las hojas
durante todo el experimento, demostrando entonces que el
xantano afecta la formacion de agregados.

Para evaluar la influencia de la biopelicula sobre la
supervivencia epifitica de la bacteria en las hojas, se
realizé el conteo de células durante 10 d.p.i. Alas 24 h de la
inoculacion, se observé que el crecimiento de la cepa
mutante gumB disminuyé aproximadamente 100 veces con
respecto al de la salvaje y a los 7 d.p.i., la diferencia en el

tamafio de ambas poblaciones bacterianas fue de los tres
ordenes de magnitud (Figura 3 B).

El cancro de la hoja del limonero requiere de la
formacion de biopeliculas para su desarrollo

Mediante la inoculacién de hojas de limonero con
suspensiones bacterianas, se observé que la capacidad de
la mutante gumB para desarrollar sintomas de cancrosis se
vio severamente comprometida (Figura 4A). Las plantas
tratadas con MgCl: no mostraron sintomas y la mutante
gumB portadora del grupo de genes gum entero, clonado
en plZD15-261, recuperé su fenotipo salvaje (datos no
mostrados). El nimero de bacterias recuperadas de las
hojas inoculadas no mostré diferencias significativas entre
ambas cepas hasta los 14 d.p.i., punto en que la poblacion
de la mutante gumB comenzé a declinar hasta los 35 d.p.i.,
momento en que no se recuperd ninguna bacteria. En
contraste, el crecimiento de la cepa salvaje fue de ocho
ordenes de magnitud a las cinco semanas después de la
inoculacion (Figura 4B).

Para evaluar si la bacteria presentaba estructura de
biofilm en el desarrollo del cancro, se monitorearon hojas
de limonero inoculadas, mediante aspersion, con la cepa
salvaje y la mutante gumB marcadas con GFP. Mediante
CLSM, se observé que en las hojas inoculadas con la cepa
salvaje (Figura 5), se habian formado agregados
bacterianos con una estructura tridimensional y amplios
espacios de agua, tipicos de las estructuras de
biopeliculas. Estos agregados no se observaron con la
bacteria mutante gumB, lo que sugiere que el EPS
contribuye a la estructura interna de los cancros.
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Figura 3. Desarrollo de biopeliculas y crecimiento epifitico de Xcc sobre la hoja de limonero. A) Imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal invertida de barrido laser de hojas inoculadas con Xcc salvaje y mutante gumB por aspersion. XY, ZXy ZY
son proyecciones de las imagenes de los ejes XY, ZX y ZY, respectivamente. Barra de escala: 20 um. B) Crecimiento in vivo de la
poblacién epifitica de Xcc salvaje y mutante gumB en hojas de limonero. La poblacién bacteriana fue cuantificada por maceracion de
discos de las hojas inoculadas en una solucién 10 mM de MgCl: y plaqueo de diluciones seriadas. Los valores se expresan como la

media + desviacion estandar.
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Figura 4. A) Cara abaxial de hojas de limonero inoculadas con Xcc salvaje y la bacteria mutante gumB. Las suspensiones
bacterianas fueron preparadas en una solucion de 10 mM de MgClz e inoculadas utilizando tres métodos diferentes de inoculacion:
aspersion, herida seguida de aspersion e infiltracién. B) Crecimiento in vivo de las cepas de Xcc en hojas de limonero. Los valores se

expresan como la media + desviacion estandar.

DISCUSION

En muchas bacterias, la sintesis de EPS se
encuentra regulada por un complejo sistema de control. En
Xanthomonas campestris pv. campestris, una de las
bacterias mas estudiadas del género, la biosintesis del
xantano esta controlada por un grupo de 12 genes (gumB a
-M) (Vojnov et al., 1998, 2002). Los genes funcionales
gumB y gumC son necesarios para la produccion del
xantano extracelular maduro a partir de los intermediarios
pentasacaridos (Vojnov et al., 1998). La comparaciéon de
los genomas de X. citri subsp. citri (cepa 306) (da Silva et
al., 2002) y X. campestris pv. campestris (cepa 8004) (Qian
et al., 2005) reveld que en ambas bacterias, el grupo de

6]

genes gum mantiene su tamafio y orden, indicando esto
que X. citri subsp. citri también puede ser capaz de
producir xantano. La proteina GumB de X. citri subsp. citri
(GenBank accession number: YP_242744) comparte el
92% de la identidad aminoacidica con la proteina GumB de
X. campestris pv. campestris (GenBank accession number:
YP_242744). Previamente, se demostré que la mutacion
del gen gumB en X. campestris pv. campestris tiene un
efecto polar sobre la expresion de gumB 'y gumC y que la
produccién de xantano a partir de una unidad repetitiva de
pentasacaridos requiere los productos de ambos genes
(Vojnov et al., 1998).

Nuestros resultados indican que el xantano de X.
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Figura 5. Fluorescencia emitida por Xcc salvaje-GFP en el
interior de un cancro desarrollado sobre una hoja de
limonero. La imagen fue capturada mediante microscopia
confocal invertida de barrido laser y muestra la distribucion de la
bacteria dentro del cancro. Las flechas indican canales de agua.
Barra de escala: 200 pym.

citri subsp. citri juega un rol importante en la formacion de
biopeliculas y en la supervivencia de la bacteria sobre la
hoja. Se reconocieron los tres estados de desarrollo de la
biopelicula: i) adhesion bacteriana, ii) formacion de
agregados vy iii) formacion de la biopelicula en el interior de
las hojas colonizadas. Se demostré que el xantano es
esencial para todo el proceso de formacién de biopeliculas,
que presentan estructuras complejas en las que las
bacterias se encuentran empaquetadas en arreglos
hexagonales, separados por canales de agua (Figuras 2, 3
y 5). Se observaron fenotipos similares en la bacteria del
suelo Rhizobium leguminosarum (Russo et al., 2006).

La presencia de biopeliculas esta correlacionada
con la patogenicidad de X. citri subsp. citri, la que fue
severamente atenuada por la disrupcion de un uUnico gen
involucrado en la biosintesis de EPS, gumB (Figura 4).
Existen referencias previas a la reduccion de la virulencia
de varias cepas de Xanthomonas mutantes que muestran
deficiencias en la produccion de xantano (Chou et al.,
1997; Kemp et al., 2004; Yun et al., 2006).

La colonizacion bacteriana también es necesaria
para la expresion de genes asociados a la virulencia que
inducen defensa vegetal (Marco et al., 2005). El rol del
xantano, tanto en la virulencia del patégeno como en la
defensa del hospedante, puede explicar por qué se
observaron poblaciones bacterianas epifiticas mas
pequeinas en la cepa mutante inoculada, en comparacion
con las poblaciones desarrolladas por la cepa salvaje
(Figura 3 B). Sin embargo, no deben descartarse otras
funciones del xantano en el desarrollo de la enfermedad.
Por ejemplo, se demostré6 que el EPS es capaz de
intervenir en la supresién de las respuestas de defensa

vegetal; asi, se observd que el xantano induce la
susceptibilidad a Xanthomonas campestris pv. campestri
en Nicotiana benthamiana y Arabidopsis thaliana, ya que
suprime la deposicion de calosa en la célula vegetal,
mecanismo que constituye una forma basal de defensa de
las plantas frente a las colonizaciones bacterianas (Yun et
al., 2006).

CONCLUSIONES

Para avanzar en el conocimiento de la dinamica de
las interacciones X. citri subsp. citri-hospedero en el
desarrollo de la enfermedad de la cancrosis de los citricos,
se analizé la estructura de la biopelicula producida por X.
citri subsp. citri. Estudios adicionales sobre la regulacién
espacial y temporal de la produccion de xantano durante la
evolucion de la enfermedad, al igual que estudios para
entender otros mecanismos regulatorios de la expresién de
genes involucrados en la formacion de biopeliculas,
podrian mejorar nuestro conocimiento sobre la adaptacién
de las bacterias a la vida parasitica dentro de las plantas.
Tales conocimientos podrian proveer una base racional
para el desarrollo de métodos de proteccién de los cultivos
basados en la interferencia en procesos claves de la fase
epifitica y en el desarrollo de la enfermedad.
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