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RESUMEN 

 

 

 

 

Regulación de factores de virulencia y biofilm en Xanthomonas spp. 
 

 

 

 

 

Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) y Xanthomonas axonopodis pv. citri 

(Xac) son los agentes causales de la pudrición negra en crucíferas y de la cancrosis 

de los cítricos, respectivamente. En ambas bacterias la producción de diversos 

factores de virulencia está regulada por un grupo de genes denominados rpf (por 

regulation of  pathogenicity factors) a través de la síntesis y percepción de moléculas 

difusibles que ellas mismas producen y que se denominan DSF (diffusible signal 

factor). RpfF y RpfB son responsables de la biosíntesis de DSF y RpfC y RpfG están 

involucrados en su detección y posterior transducción de la señal al interior de la 

bacteria. Mutaciones en los genes rpfF y rpfC producen una reducción en la 

producción de enzimas y polisacáridos extracelulares, formación de biofilm y 

patogenicidad cuando son comparadas con las respectivas cepas silvestres, lo que 

involucra a estos genes en la regulación de factores involucrados en todos éstos 

procesos. Entre éstos, hemos detectado un nuevo factor que es secretado por Xcc, 

que tiene la propiedad de revertir el cierre de estomas inducido por ácido Absísico 

(ABA), Lipopolisacárido (LPS) o bacterias. Las mutantes rprF y rpfC no pueden revertir 

el cierre de estomas, demostrando que la síntesis de este factor es también regulada 

por el sistema rpf/DSF. 

 

 

 

 

Palabras clave: 

Biofilm, factores de virulencia, patogenicidad, quórum sensin, Xanthomonas , rpf, DSF, 

estomas, Arabidopsis, ABA, Xac, Xcc  
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ABSTRACT  

 

 

 

 

Regulation of virulnce factors and biofilm in Xanthomonas spp. 

 

 

 

 

 

Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) and Xanthomonas axonopodis pv. citri 

(Xac) are the causative agents of crucifer black rot and citrus canker, respectively. In 

both bacteria the production of virulence factors is regulated by the rpf (for regulation of 

pathogenicity factors) gene cluster through the synthesis and perception of diffusible 

molecules called DSF (diffusible signal factor). RpfB and RpfF are responsible for the 

biosynthesis of DSF and RpfG and RpfC are involved in detection and subsequent 

signal transduction inside the bacteria. Mutations in the rpfC or rpfF genes produce a 

reduction in enzymes and extracellular polysaccharides production, biofilm formation 

and pathogenicity in comparison with the respective wild type strains. Among these, we 

identified a new factor that is secreted by Xcc, which has the ability to reverse the 

stomatal closure induced by abscisic acid (ABA), lipopolysaccharide (LPS) or bacteria. 

rpfC and rpfF mutants cannot reverse the stomatal closure, showing that the synthesis 

of this factor is also regulated by the rpf / DSF system. 

   

 

 

 

 

Keywords: 

Biofillm, virulence factors, quorum sensing, rpf, regulation, DSF, pathogenicity, 

stomata, Arabidopsis, ABA, Xanthomonas, Xcc, Xac 
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1. Interacción Planta-Patógeno 

 
Las interacciones entre plantas y microorganismos patógenos pueden ser 

clasificadas, en función de las respuestas de la planta a éstos, en interacciones 

compatibles o incompatibles. 

Cuando las condiciones ambientales son favorables, un patógeno puede 

infectar una planta y como consecuencia enfermarla, si las defensas preformadas de 

la planta son inadecuadas, si la planta falla en detectar al patógeno o las respuestas 

de defensa activadas son inefectivas, estamos hablando de una interacción compatible 

(Heath, 1981). Pero, si la planta es resistente al patógeno, y por lo tanto no se produce 

enfermedad en ella, estamos frente a una interacción incompatible.  

Los mecanismos de resistencia pueden ser de tipo “no hospedante” donde la 

planta atacada no le brinda al patógeno las condiciones necesarias para completar su 

ciclo de vida, posee barreras estructurales preformadas o sintetiza compuestos 

tóxicos, o la respuesta se induce a través de moléculas que no están asociadas a un 

patógeno específico en particular, sino presentes en general en los microorganismos 

(Heath, 2001).  

Otro mecanismo,  es la resistencia específica, es el denominado 

reconocimiento gen a gen, en donde la planta reconoce a través del producto de un 

gen de resistencia un factor de avirulencia del patógeno. También es importante tener 

en cuenta que cuando las condiciones medioambientales no son favorables al 

patógeno, este no puede sobrevivir (Heath, 2001). 

El o los efectores o genes de virulencia del patógeno determinan la posibilidad 

de infectar algunas plantas pero no otras. Son por lo general específicos para una o 

pocas plantas relacionadas, y esta especificidad permite explicar porqué las plantas 

son susceptibles o resistentes. La resistencia que presentan las plantas frente a un 

patógeno que no posee efectores adecuados para atacarlas se la denomina 

resistencia de no-hospedador, y como consecuencia la planta no es un blanco 

apropiado para ese patógeno. Por otro lado, algunos patógenos son capaces de 

infectar varias clases (y a veces cientos) de plantas hospedadoras que resultan ser 

susceptibles ante la infección. Estos patógenos poseen una mayor diversidad de 

genes de virulencia, o bien los pocos genes de virulencia que poseen son menos 

específicos que en aquellos patógenos muy especializados. Las plantas susceptibles 

de ser atacadas por estos patógenos, muestran claros síntomas de enfermedad.  
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1.1. Efectores del patógeno 

 

Los microorganismos producen una amplia variedad de moléculas orgánicas 

pequeñas y proteicas que son secretadas al medio extracelular o directamente dentro 

de las células vegetales, a estas moléculas,  se las denomina efectores, los cuales le 

permiten modificar el medio ambiente que rodea al microorganismo para poder 

sobrevivir y multiplicarse. Los efectores proteicos de estos patógenos pueden 

clasificarse en dos amplias categorías: 

 1. Los efectores liberados directamente en el citoplasma de las células del 

huésped, por el sistema de secreción tipo III (T3SS). 

2. Efectores secretados al medio extracelular por los transportadores de tipo I y 

II los cuales incluyen, entre otros, proteasas, enzimas que degradan la pared celular y 

factores vitales para el microorganismo. 

Los factores de virulencia o "factores determinantes de avirulencia" (Avr) son 

transportados por el sistema tipo III directamente en el citoplasma de las células del 

huésped y actúan como efectores que son específicos y únicos para un patógeno en 

particular, y se han desarrollado como una adaptación microbiana al medio ambiente 

único dentro del huésped. Por lo tanto, los Avr son factores producidos por patógenos 

con el fin de interactuar con el hospedador invadiendo las células del huésped, para 

poder proliferar,  evitar el sistema inmunitario del huésped, o para obtener nuevas 

fuentes de nutrientes (Van der Biezen & Jones, 1998). A medida que cada grupo de 

patógenos ha desarrollado una estrategia única para la supervivencia en un huésped 

específico se desarrollaron múltiples factores de virulencia que pueden variar entre 

diferentes cepas y especies de patógenos. Por el contrario, la segunda categoría de 

efectores, transportados por los sistemas de tipo I y II están constitutivamente 

presentes en el agente patógeno, siendo algunos de ellos fisiológicamente equivalente 

de los PAMPs (del inglés pathogen-associated molecular patterns), o motivos 

moleculares asociados a patógenos descriptos para los mamíferos y Drosophila 

(Parker, 2003). Estos efectores son esenciales o "factores de vital importancia" para el 

funcionamiento del microorganismo. Como resultado de ello, están conservados 

dentro de  los distintos microorganismos.  
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1.2. El reconocimiento del patógeno y la inmunidad innata de las plantas:  

 

1.2.1. Reconocimiento inespecífico del patógeno. 

 

Las bacterias pueden ser reconocidas inespecíficamente, a través de la 

detección de moléculas del patógeno conocidas colectivamente como PAMPs, 

mediante receptores de membrana en la célula vegetal (PRRs, del inglés, pattern 

recognition receptor) que reconocen determinados motivos en los PAMPs bacterianos 

(Zipfel & Felix, 2005). El mecanismo defensivo que se desencadena por el 

reconocimiento del patógeno a través de los PAMPs, clásicamente solía ser 

denominado como inmunidad innata basal o inespecífica o resistencia horizontal y 

actualmente ha sido redefinido como inmunidad inducida por PAMPs (PTI, del inglés 

PAMPs-triggered Immunity) (Jones & Dangl, 2006).  

 

 

 
Figura 1.1: Esquema de EF-Tu y flagelina, dos PAMPs proveniente s de la célula  

bacteriana  detectados por las células de Arabidops is . El N-terminal de EF-Tu (elf18), es 
reconocido por el receptor denominado EFR y el epítope flg22 de flagelina, que es reconocido 
por el receptor de FLS2, se destacan en rojo. Las células de plantas pueden detectar otros 
PMAP bacterianos, incluyendo lipopolisacáridos (LPS) y otras moléculas (sombreados, con 
signos de interrogación).  
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Entre los PAMPs mejor caracterizados se encuentran el factor de elongación 

(Ef-Tu) y la flagelina (proteína que forma parte del flagelo bacteriano). Esta última es 

reconocida por sus secuencias repetidas ricas en leucinas, localizadas 

extracelularmente, por el  receptor de la célula vegetal FLAGELLIN-SENSING 2 

(FLS2) (Gomez-Gomez & Boller, 2000) (Fig. 1.1). 

El reconocimiento de la flagelina, por parte del receptor FLS2 (Asai et al., 

2002), no es exclusivo de plantas, siendo la flagelina reconocida también por las 

células animales y Drosophila (Lemaitre et al., 1997). FLS2 posee tres dominios: RLK 

(receptor-like kinase), un dominio extracelular rico en repeticiones de leucinas LRR 

(leucine-rich-repeat), un dominio transmembrana y uno intracelular, este último una 

serin/treonin quinasa. La estructura general sugiere un papel de FLS2 en la percepción 

de un estímulo extracelular y la transducción de la señal y del evento de señalización a 

través del dominio quinasa intracelular. 

La flagelina representa el bloque estructural proteico del filamento flagelar de 

eubacterias. La proteína está muy conservada en sus dominios N-terminal y C-terminal 

que forman el “core’’ hidrofóbico (Samatey et al., 2001). Experimentos recientes 

mostraron que esta región es reconocida por las células del hospedador y es 

necesaria para la formación del flagelo y la motilidad de las bacterias (Smith et al., 

2003), (Fig. 1.1). 

 

 

1.2.2. Reconocimiento específico del patógeno. 

 

Otra forma de inmunidad innata, es disparada por el reconocimiento específico 

de efectores bacterianos, que interactúan directa o indirectamente con el producto de 

genes de resistencias, denominados proteínas R (resistencia) de acuerdo al modelo 

“gen a gen” y de la “guarda” (Van der Biezen & Jones, 1998, Dangl & Jones, 2001). 

Estas proteínas R se localizan intracelularmente, y en este caso los efectores 

reconocidos por éstas, se los denomina factores de avirulencia, ya que este 

reconocimiento desencadena una respuesta de defensa que impide la multiplicación 

del patógeno. 

El reconocimiento gen a gen, conduce a una vigorosa respuesta, conocida 

como respuesta de hipersensibilidad (HR, del inglés, hypersensitive response) (Buttner 

et al., 2003). Esta forma de inmunidad, denominada actualmente inmunidad inducida o 

disparada por efectores (ETI, del inglés effector-triggered immunity), es conjuntamente 

con PTI, la nueva terminología aceptada para denominar la respuestas de defensa que 

desencadena un patógeno (Chisholm et al., 2006, Jones & Dangl, 2006). 
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1.2.2.1. Teoría de reconocimiento específico  “gen a gen” y de la “Guarda” 

 

En los años cuarenta, Harold H. Flor propuso el modelo gen por gen (Flor, 

1942, Flor, 1955, Flor, 1971 ), en donde predice que la resistencia en plantas se 

produce cuando la misma posee un gen de resistencia dominante (R) y el patógeno 

expresa un gen de avirulencia dominante complementario (Avr). La interacción directa 

entre los productos de los genes Avr y R se ha detectado en muy pocos casos. Esto 

ha conducido a sugerir que, probablemente, en la relación entre el Avr y R no existe 

una interacción directa proteína a proteína (Schneider, 2002, Van der Hoorn et al., 

2002). Es probable que las proteínas R puedan reconocer las actividades de múltiples 

efectores que manipulan un mismo blanco en el huésped para mejorar la virulencia del 

patógeno. 

La "hipótesis de la guarda"  (Dangl & Jones, 2001) es apoyada por varias 

publicaciones recientes (Kim & Alfano, 2002, Mackey et al., 2002, Shao et al., 2002, 

Mackey et al., 2003, Axtell et al., 2003, Axtell & Staskawicz, 2003), postula que las 

proteínas R correspondientes monitorean la integridad de una proteína blanco del 

huésped en particular, con el fin de detectar la manipulación de la misma por la 

proteína efectora del patógeno, y posteriormente, inducir la respuesta de defensa. 

Este modelo permite explicar resultados en los que una proteína Avr específica 

se ve asociada con una proteína R aparentemente inadecuada (Leister & Katagiri, 

2000), que proteínas Avr de diferentes patógenos tienen como objetivo la misma 

molécula en las células vegetales (Kim & Alfano, 2002), o que las proteínas R 

funcionalmente pueden interferir unas con otras (Ritter & Dangl, 1996), y permite 

explicar por qué ha sido difícil detectar las interacciones moleculares entre las 

proteínas R y los efectores que desencadenan sus acciones (Nimchuk et al., 2001, 

Luderer et al., 2001, Bonas & Lahaye, 2002). 

La mayoría de las proteínas translocadas por el sistema T3SS, denominadas 

efectores tipo III, fueron originalmente descubiertas y caracterizadas por su función de 

avirulencia (Avr). En el caso de las proteínas Avr, su reconocimiento, induce una 

respuesta hipersensible en plantas que tienen el correspondiente gen de resistencia 

(R) (Dangl & Jones, 2001). La repuesta HR se caracteriza por una muerte celular 

rápida y localizada en el sitio de la infección y por la activación de diferentes 

mecanismos de defensa (Dangl & McDowell, 2006). Entre los mismos se identifican: 

un rápido flujo iónico, generación de especies reactivas del oxígeno, generación de 

óxido nítrico, activación de quinasas y MAP quinasas y la activación transcripcional de 
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un amplio rango de “genes de defensa” (Fig. 1.2). Los productos de estos genes 

pueden estar involucrados en la generación de moléculas intermediarias que actúan 

de forma distal al sitio de la infección para establecer una respuesta sistémica 

adquirida SAR (Durrant & Dong, 2004). 

 

 

1.3. La respuesta de defensa 

 

Las plantas, frente a la presencia de patógenos bacterianos, reconocen los 

PAMPs presentes en microorganismos, lo que induce una respuesta PTI. Esta 

respuesta no es efectiva frente a algunos patógenos capaces de producir efectores 

que interfieren con la respuesta PTI, resultando en una susceptibilidad de la planta 

inducida por un determinado efector bacteriano. A su vez, estos efectores pueden ser 

reconocidos por las células vegetales, de manera específica, a través de las proteínas 

R, y desencadenar un segundo tipo de respuesta, la respuesta ETI, que posee una 

amplitud mayor que la respuesta PTI y por lo general induce HR (Jones & Dangl, 

2006). 

Luego del reconocimiento de un elicitor, en la membrana plasmática se 

estimula rápidamente el intercambio de iones con el medio extracelular y se 

incrementa así la concentración intracelular de H+ y Ca2+ mientras disminuye la de Cl- 

y K+ (Fig. 1.2). Este intercambio de iones es un prerequisito para la activación de 

proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK: del inglés mitogen-activating 

protein kinase) y de la generación de especies de oxígeno reactivas (ROS: del inglés 

reactive oxygen species) a través de una NAD(P)H oxidasa asociada a membrana. 

Una vez activadas, algunas MAPK son traslocadas al núcleo y otras son rápidamente 

fosforiladas y desfosforiladas. 
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Figura 1.2: Procesos de la repuesta intracelular de defensa ant e elicitores del 

patógeno.  La respuesta de defensa involucra la activación de flujo de iones en la membrana 
plasmática; un estallido oxidativo que conduce a la producción de intermediarios reactivos del 
oxígeno (ROI), la acumulación de ácido salicílico (SA) en el interior y alrededor de la célula 
infectada, la activación transcripcional de los genes locales de defensa, y la muerte celular por 
una respuesta hipersensible. 
 

 
 

Varios genes son inducidos transcripcionalmente en la célula vegetal, entre 

ellos las proteínas relacionadas a la patogenicidad (PR, pathogenicity related protein) 

(Fig. 1.2) y los genes de enzimas involucradas en la biosíntesis de fitoalexinas, 

metabolitos secundarios lipofílicos de bajo peso molecular del tipo flavonoide y con 

actividad antimicrobiana. Dichos compuestos se acumulan alrededor de la zona de la 

respuesta HR (donde el patógeno intentó penetrar) y actúan como impedimento para 

que éste pueda esparcirse a otros sectores de la planta.  Asimismo, como resultado de 

la necrosis localizada durante el inicio de la infección, se dispara la síntesis de ácido 

salicílico, desarrollándose  la resistencia sistémica o SAR (del inglés “systemic 

acquired response”)(Durrant & Dong, 2004). 
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1.4. Los estomas  

 

1.4.1. Estructura de los estomas 

 

 

 

 
Figura 1.3: Esquema del corte transversal de una hoja mostrando  un estoma y la 

cavidad estomática.   El intercambio de H2O y CO2 en presencia de luz. El intercambio de CO2 
está regulado por  las presiones de CO2 en el ambiente (Ca), en la superficie (Cs) y en el 
interior de la cavidad sub-estomática (Ci) y el de H2O por la humedad en el interior (ei), en la 
superficie (es) y en el ambiente (ea). 

 

Los estomas son grupos de dos o más células epidérmicas especializadas, 

cuya función es regular el intercambio gaseoso y la transpiración. Se encuentran en 

las partes verdes aéreas de la planta, particularmente en las hojas, donde pueden 

hallarse en una o ambas epidermis, más frecuentemente en la inferior o cara abaxial.  

Su número oscila entre 22 y 2.230 por mm2.  

Cada estoma está formado por dos células especializadas llamadas células de 

la guarda que dejan entre sí una abertura llamada ostíolo o poro. En muchas plantas 

hay dos o más células adyacentes a las células de la guarda que están asociadas 

funcionalmente a ellas. Estas células, morfológicamente distintas a las fundamentales 

se llaman células anexas, subsidiarias o adjuntas. Al conjunto de células guardianas y 

subsidiarias se lo llama: complejo estomático. El ostíolo o poro, conduce a un amplio 

espacio intercelular llamado cámara subestomática, poniendo en comunicación el 

sistema de espacios intercelulares con el aire exterior (Fig.1.3). 
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1.4.2. Función de los estomas 

 

Los estomas permiten a las plantas el intercambio de gases con el medio 

ambiente. La apertura de estomas está finamente regulada por hormonas y factores 

ambientales  como  la intensidad de luz, humedad del aire y la concentración de CO2, 

lo que le permite a la planta maximizar la difusión de CO2 requerido para la 

fotosíntesis, mientras minimiza la pérdida de agua (Fig. 1.3). Diversos estímulos 

internos como el ácido Absísico (ABA) y externos como la baja humedad y la alta 

concentración de CO2, pueden provocar el cierre de los estomas mediante la 

reducción en la turgencia de las células de la guarda, que forman el poro del estoma. 

Esto se logra, en parte, por el flujo de iones osmóticamente activos de las células.  

 

1.4.3. Rol de estomas en la repuesta a patógenos 

 

Los estomas, son los poros más abundantes en la superficie foliar y posibles 

candidatos para actuar, como una forma de entrada de agentes patógenos en la hoja. 

Durante la evolución los estomas han adquirido la capacidad de responder no sólo a la 

concentración de gases y a los estímulos internos como el ácido absísico (ABA), sino 

también a la presencia de microorganismos en la superficie de la hoja. 

Las bacterias fitopatógenas colonizan la superficie de las hojas como epifiticas, 

para luego volverse endofíticas. El inconveniente, es que no pueden penetrar la 

epidermis de las hojas directamente, sólo pueden llegar al mesófilo por heridas en la 

epidermis, o a través de aberturas naturales como hidátodos y estomas. 

 Las plantas han desarrollado mecanismos para prevenir la entrada de 

patógenos a través de estomas, éstos funcionan de manera eficaz como parte de la 

respuesta inmune innata de la planta. Los hongos producen efectores como el ácido 

oligogalacturonico y quitosano que promueven el cierre estomático (Lee et al., 1999b, 

Buttner et al., 2002). Más recientemente, se ha demostrado, que las bacterias también 

pueden promover cierre estomático a través de los PAMPs, flagellina y lipopolisacárido 

(LPS) (Melotto et al., 2006).  

Conocemos poco, acerca de los eventos de señalización río abajo de la 

activación de PAMPs en células de la guarda, que llevan al cierre de los estomas. El 

cierre inducido por bacterias, requiere la generación de oxido nítrico, cuya síntesis 

está comprometida en plantas mutantes con bajos niveles de ABA,  ácido salicílico o 

en células de la guarda de mutantes en OST1. 
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OST1 es una protein kinasa dependiente de la activación por ABA, en células 

de la guarda (Mustilli et al., 2002). Las proteínas MAP kinasas son buenas candidatas 

como  mediadoras de la señal inducida por patógenos, en  células de la guarda, ya 

que estas son activadas en respuesta a PAMPs y tienen un rol en el control de los 

movimientos estomáticos. En particular la MPK3 es activada en  protoplastos de 

mesófilo y en brotes (Heese et al., 2007) luego de la activación por flagelina y en 

respuesta al ABA y H2O2. MPK3 es también activada por especies reactivas de 

oxígeno (ROS) las cuales se cree tienen un efecto doble señalización y efector en 

respuesta a patógenos. La transcripción del gen y su actividad kinasa, ocurren luego 

de la interacción con hongos, o con un elicitor como la quitina. También es requerida 

como parte de la cascada para la síntesis de fitoalexinas inducidas por el hongo 

fitopatógeno Botritis cinérea (An et al., 2008, Banjerdkij et al., 2005, Lumbreras et al., 

2010). Utilizando una mutante RNA antisentido MPK3, Gudesblat et al. (2007) 

comprobaron que esta kinasa se encuentra en una vía de señalización de ABA, río 

abajo, de la formación de H2O2, actuando solamente en el mecanismo de apertura 

estomático. 

 

1.4.4. Mecanismo y control de los movimientos estom áticos 

 

Las células de la guarda, tienen engrosamientos radiales en su pared celular, 

de manera tal que, cuando se produce la entrada de agua como consecuencia del 

aumento en la concentración intracelular de solutos, (principalmente K+, Cl-, malato y 

sacarosa) estas células se “arquean” en lugar de expandirse isodiamétricamente. El 

cambio en la morfología de las células guardianas, resulta en la apertura del poro 

estomático. El fenómeno opuesto, es decir la salida de solutos y consiguiente pérdida 

de turgencia, causa el cierre estomático. 

Existe considerable información sobre los mecanismos responsables de los 

cambios osmóticos, dentro de las células de la guarda, que causan las variaciones en 

la apertura estomática (Hetherington, 2001, Schroeder et al., 2001, Fan et al., 2004). 

En líneas generales, puede afirmarse, que los estomas aumentan su apertura bajo 

condiciones favorables para la fotosíntesis (disponibilidad adecuada de luz y agua y 

baja concentración de CO2 intracelular (Fig. 1.3), causada por su consumo en la 

fotosíntesis), mientras que disminuyen su apertura en ausencia de luz, durante el 

período nocturno, o ante diversas condiciones de estrés (falta de agua, presencia de 

patógenos o de compuestos oxidantes, baja humedad ambiente, etc.). 
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1.4.5. Apertura estomática  

 

Los factores más estudiados, que causan apertura estomática, son las auxinas, 

la luz azul (Assmann & Zeiger, 1985) y la luz roja. Estos estímulos activan H+-ATPasas 

de la membrana plasmática, las cuales producen el bombeo de protones hacia el 

periplasma. Este fenómeno provoca la hiperpolarización de la membrana plasmática, 

lo cual promueve la entrada del ion potasio (K+) a las células, por medio de canales de 

potasio de corriente rectificante interna (K+in), activables por la acidificación del 

apoplasto en ciertas especies (Schroeder et al., 2001, Schroeder, 1989). De manera 

concomitante, se produce la entrada de aniones Cl- y NO3
- (Guo et al., 2003), 

probablemente a través de canales simporte de H+/aniones o antiporters de OH-

/aniones. La luz también promueve la síntesis de malato y sacarosa a través del 

metabolismo del almidón (Talbott & Zeiger, 1993). Muchos de estos iones se 

almacenan en la vacuola, de esta manera no afectan la concentración iónica en el 

citoplasma. Por lo tanto la vacuola presenta transportadores iónicos en su membrana. 

La percepción de la luz azul en las células de la guarda, ocurre a través de las 

fototropinas PHOT1 y PHOT2 (Talbott et al., 2003, Kinoshita et al., 2001). Estos 

receptores son proteínas kinasas de serina y treonina que sufren autofosforilación en 

presencia de luz azul. La luz de este color, causa la activación de las H+-ATPasas de 

membrana, a través de su fosforilación y pegado de proteínas 14-3-3 (Kinoshita & 

Shimazaki, 1999). Los canales K+in se activan por la acidificación del medio 

extracelular (Blatt, 1992) y se inhiben por aumentos en la concentración intracelular de 

Ca2+ (Schroeder & Hedrich, 1989). Distintos trabajos con inhibidores de proteínas 

kinasas y fosfatasas, muestran que la actividad de los canales K+in se encuentra 

regulada por fosforilación (Luan et al., 1993). Las corrientes de entrada de K+ son 

activadas también,  por los ácidos grasos linolénico y araquidónico (Lee et al., 1994). 

 

 

1.4.6. Cierre estomático 

 

Ante condiciones de ausencia de luz, altas concentraciones de CO2 o diversos 

factores de estrés, ocurre una disminución de la concentración de solutos en las 

células de la guarda, con el consiguiente cierre estomático. Diversos factores de 

estrés, tales como la sequía, la desecación y la alta salinidad provocan la síntesis de la 

hormona ácido abscísico (ABA). Uno de los efectos sobresalientes de esta hormona 

es el de promover un rápido cierre estomático, aún a concentraciones muy bajas 

(nanomolares en ciertas especies). Ante la disminución del contenido de agua del 
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suelo, el ABA, es capaz de transmitir la señal de falta de agua de la raíz a la parte 

aérea de la planta, provocando la reducción de la apertura estomática y la 

consiguiente limitación de la transpiración. 

Un modelo simplificado de la acción del ABA en la promoción del cierre 

estomático, postula que esta hormona, induce aumentos oscilatorios en la 

concentración citosólica de Ca2+ (McAinsh et al., 1995), a través de la entrada de este 

ión desde reservorios intracelulares y del medio extracelular. El aumento en la 

concentración de Ca2+ inhibe a las H+-ATPasas de membrana (Kinoshita et al., 1995) y 

a los canales K+in de la membrana plasmática (Fig. 1.4 (7)). El calcio por otra parte, 

activa canales aniónicos, que median la salida de aniones (principalmente Cl-) hacia el 

medio extracelular (Schroeder, 1989). Existen dos tipos de canales aniónicos, de tipo 

S (activación lenta y sostenida) y de tipo R (activación rápida) (Dietrich & Lindau, 

1994). La inactivación de las H+-ATPasas, sumada a salida de aniones, causa la 

despolarización de la membrana plasmática, provocando una inactivación aún mayor 

de los canales K+in y la activación de canales K+out. Estos fenómenos causan la salida 

de iones fuera de las células de la guarda, con la consecuente reducción de su 

potencial osmótico y cierre estomático (Schroeder, 1989), (Fig. 1.4 (3)). En 

consecuencia se produce la activación de canales iónicos de la membrana vacuolar, 

de manera que permiten la salida de iones de este reservorio intracelular (Ward et al., 

1995), (Fig. 1.4 (5)). 

El Ca2+ cumple un rol importante como segundo mensajero, en la respuesta 

estomática al ABA y a otros estímulos (Murata et al., 2001, Hetherington & Brownlee, 

2004). Se conocen distintos segundos mensajeros, que regulan la liberación oscilatoria 

de Ca2+ al citoplasma, a partir de reservorios intracelulares. La ADP-ribosa cíclica, 

causa la liberación de Ca2+ de las vacuolas y promueve el cierre estomático (Allen et 

al., 1995, Leckie et al., 1998). La producción de inositol 1,4,5 trifosfato a través de la 

acción de la fosfolipasa C también causa la liberación de calcio de reservorios 

intracelulares (Staxen et al., 1999), (Fig. 1.4 (8 y 9)). Un efecto similar se observa 

cuando se genera ácido fosfatídico a través de la fosfolipasa D (Romano et al., 2000). 

La esfingosina-1-fosfato y el óxido nítrico (Garcia-Mata et al., 2003a, Garcia-Mata et 

al., 2003b) también causan la liberación de calcio y promueven el cierre estomático. El 

Ca2+ también puede ingresar al citosol a través de canales en la membrana 

plasmática, los cuales se activan por ABA (Hamilton et al., 2000, Pei et al., 2000). En 

A. thaliana, el H2O2 funciona como segundo mensajero en la activación de estos 

canales (Pei et al., 2000). 

A pesar de que numerosos estudios, muestran una correlación entre los 

movimientos estomáticos y la liberación de Ca2+, el rol de este ion en el control de los 
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movimientos estomáticos, no está totalmente aclarado. Allen et al. (2000) mostraron 

una fuerte evidencia de un rol causal entre las oscilaciones de Ca2+ y el cierre 

estomático en A. thaliana, a través de estudios realizados en la mutante det3, la cual 

presenta una disminución en la expresión de una H+-ATPasa, necesaria, para la 

recaptura del Ca2+ en reservorios intracelulares. Sin embargo, se describió en varios 

casos, el cierre estomático en ausencia de liberación de Ca2+ (Hetherington & 

Brownlee, 2004). En particular, (Levchenko et al., 2005) hallaron que dicha liberación, 

no es necesaria para la activación de los canales iónicos, responsables de la 

despolarización de la membrana plasmática que precede al cierre estomático. 

 

 
Figura 1.4: Modelo simplificado del cierre de estomas mediado p or ABA  (derecha).  

Los receptores de ABA transmiten la señal a a través de vías independientes o dependientes 
de Ca2+ que regulan la actividad de los canales iónicos en la Membrana Plasmática (PM) (1), y 
en vacuolas (5). En la regulación mediada por calcio interviene una tirosina fosfatasa (PTP) que 
es responsable del flujo de K+ desde las vacuolas (vac) por medio de los canales de K+ rapidos 
(5). En conjunto el flujo de iones K+ de las vacuolas y la membrana plasmática contribuyen a la 
disminución de la turgencia permitiendo el cierre del estoma. El aumento de Ca2+ intracelular 
activa canales aniónicos (2),  provocando una despolarización que, junto con el aumento del 
pH (4) activa los canales de K+aut (3), que expulsa los iones K+ inicialmente liberados al 
citoplasma desde las vacuolas (5). Por otro lado el calcio inhibe la H+-ATPasas evitando la 
entrada de iones K+ del medio extracelular (6 y 7). El aumento de calcio intracitoplasmático (9) 
también se debe a la activación de los canales de Ca2+ en vacuolas vía fosfolipasa C (PLC) (8) 
y cADRP (11). 
 



20 
 

 

La fosforilación de proteínas, juega un rol central, en la regulación del cierre 

estomático inducido por ABA. El inhibidor de proteín kinasas de serina y treonina 

K252a, impide el cierre de los estomas por ABA y bloquea las corrientes aniónicas 

(Schmidt et al., 1995). A partir de un primer estudio bioquímico, se logró aislar un gen 

de Vicia faba, que codifica una kinasa denominada AAPK, la cual es necesaria para la 

señalización del ABA en las células de la guarda (Li et al., 2000, Li et al., 2002). La 

expresión transitoria de una mutante dominante negativa de esta kinasa, bloquea las 

corrientes aniónicas tipo S. En la misma especie, se aislaron dos proteínas kinasas 

dependientes de Ca2+ (CDPK), que actuarían como reguladores positivos de la acción 

del ABA (Sheen, 1996). 

Existe evidencia bioquímica de la participación de MAPKs en la señalización 

del ABA en células de la guarda. (Mori & Muto, 1997).  Mori y Muto (1997) describen 

una actividad kinasa de proteína básica de mielina (un sustrato específico de MAPKs) 

inducible por ABA en protoplastos de células de la guarda de V. faba, mientras que 

paralelamente, otros autores hallaron que el inhibidor de MEKs (proteínas que activan 

por fosforilación a MAPKs) PD98059 bloquea la acción del ABA sobre los movimientos 

estomáticos en Pisum sativum.(Burnett et al., 2000)  

 

 

1.5. Bacterias fitopatógenas 

 

Entre los más importantes microorganismos fitopatógenos bacterianos, 

podemos nombrar varios géneros de importancia: 

 El género Agrobacterium: que se caracteriza por la capacidad tumorigénica de 

sus especies, porque tienen la capacidad de transferir ADN a las células vegetales 

naturalmente. A. tumefaciens es la especie más estudiada de este género por los 

tumores que producen en una amplia variedad de plantas y  ya que es utilizada 

ampliamente en biotecnología para desarrollar plantas transgénicas.  

El género Erwinia: encontramos más de once especies entre las que se 

destacan E. carotovora causante de pudriciones húmedas en tallos y tubérculos de 

papa y  E. amylovora, agente causal del fuego bacteriano, una enfermedad necrótica 

que ataca diversos árboles frutales como Manzano, Membrillo y Níspero y vegetales 

de la familia de las rosáceas. 

El género Pseudomonas: se encuentran especies como P. syringae y P. 

aeruginosa que están ampliamente distribuidas en la naturaleza. Las cepas de  P. 

syringae y P. savastanoi, infectan una amplia gama de plantas causando síntomas 
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muy diversos, como hojas manchadas, pudrición blanda en frutas y cancros, la 

formación de hiperplasia en tallos, ramas, en ocasiones en las hojas y frutos (Hirano & 

Upper, 2000). 

 

 

1.5.1. El género  Xanthomonas 

 

El género Xanthomonas está constituido por veinte especies, conteniendo más de 

125 variantes patógenas diferentes de bacterias, que atacan a más de trescientos 

cincuenta especies distintas de plantas, de importancia económica. La familia de las 

crucíferas formada por especies como: repollo, coliflor, brócoli y rabanito es una de las 

afectadas por X. campestris; los cultivos de pimiento y tomate son atacados por X. 

vesicatoria; X. orizae afecta los cultivos de arroz. Los cultivos de maíz, trigo, soja, 

algodón, mandioca, frutilla son atacados por diferentes especies de Xanthomonas y la 

mayoría de los cítricos que se comercializan en el país, incluyendo naranjas, limones, 

pomelos y mandarinas. Xanthomonas axonopodis pv citri (Xac), es el patógeno 

responsable de la cancrosis de los cítricos. Xanthomonas camprestris pv. campestris 

(Xcc), patógeno causante de la putrefacción negra de las crucíferas, es una de las 

especies de Xanthomonas genéticamente más estudiada. 

Las bacterias de este género, son bacilos aerobios obligados móviles de 0,2-

0,6µm por 0,8-2,9µm, solitarios o filamentosos, sin estados latentes y rodeados por un 

polisacárido extracelular (EPS) denominado xantano. La mayoría de las cepas forman 

en medio rico pigmentos amarillos insolubles (xanthomonadinas) unidos a la 

membrana celular (Stephens & Starr, 1963). Asimismo, son productoras de 

importantes enzimas degradativas, que juegan un papel importante durante la 

infección: galactosidasas, mananasas, hidrolasas de esculina, alginato y almidón, 

ligninasas, quitinasas, celulasas, pectinasas. 

 

 

1.5.1.1. Xanthomonas campestris pv.  campestris 

 

Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc.) es el agente causal de la 

enfermedad de la pudrición negra de las crucíferas, y es uno de los organismos 

modelo en el estudio de interacción planta-patógeno. Xcc invade principalmente los 

tejidos vegetales a través de hidátodos, estomas o heridas, y finalmente coloniza los 

vasos vasculares, dando lugar a lesiones necróticas o cloróticas con síntomas típicos 
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en forma de V (Fig. 1.5), que se extiende desde los márgenes de la hoja a lo largo del 

sistema vascular. 

Durante las últimas dos décadas, se ha demostrado que Xcc codifica un gran 

número de factores de virulencia, como efectores dependientes del sistema de 

secreción tipo III (Buttner & Bonas, 2002, Buttner et al., 2002), glucanos cíclicos 

(Amemura, 1986), el polisacárido extracelular llamado xantano (Tseng et al., 1999, 

Tseng et al., 1992), lipopolisacáridos (Braun et al., 2005) y enzimas de degradación de 

la pared celular. Estos factores de virulencia pueden suprimir, interferir, o inducir las 

respuestas de inmunidad innata de las plantas. Además, el análisis funcional del 

genoma reveló que muchas vías metabólicas, tales como la degradación de toxinas, la 

captación de hierro, la biosíntesis de ácidos grasos y aminoácidos y la síntesis de 

purinas, están involucradas en la virulencia (Qian et al., 2005). Por lo tanto, determinar 

el mecanismo por el cual Xcc regula la expresión de tantos factores de virulencia 

asociados y los procesos bioquímicos durante la infección, son esenciales para 

entender la patogénesis de la pudrición negra de las  crucíferas.  

 

 

 
Figura 1.5: Síntomas en hojas de crucífera (repollo) infectada por Xcc.  

 

 

La primera secuencia genómica completa obtenida de Xcc fue la de  cepa 

ATCC 33913 (Da Silva et al. 2002), luego en el año 2005 se publicó la secuencia 

completa del genoma de la cepa 8004 (Qian et al., 2005), las cuales  proporcionaron 

un perfil de la información genética para la exploración de las características biológicas 

de Xcc. El genoma de la cepa 8004 es un único cromosoma circular (5.148.708 pb, 

Fig. 1.6), algo mayor que la de la cepa ATCC 33913 Xcc (5.076.187 pb), y con un 

contenido de G + C, de 64,94%. La mayoría de los genes identificados en ambos 

genomas son idénticos, a excepción de dos regiones o segmentos denominados M (58 

Kb) y N (60 Kb) por Wei Qian et al. 2005 que son únicos en Xcc 8004. En el segmento 

M se encontraron 44 CDs entre los cuales se encuentran genes importantes para la 
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movilización de plásmidos, recombinación (integrasa y DNA ligasa), genes de 

regulación y muchos de ellos sin función conocida. El contenido de G+C de este 

segmento, es menor que el del resto del genoma y además, el uso de codones en los 

genes dentro de este segmento,  está claramente sesgado de la totalidad de su 

genoma, por lo cual es probable que haya sido obtenido por transferencia horizontal 

(Qian et al., 2005). En cambio en el segmento N se han encontrado genes ortólogos 

en Xac 306 (da Silva et al., 2002) para la mayoría de los genes de este segmento pero 

no en ATCC 33913. Por lo tanto es muy probable que haya ocurrido una deleción 

durante la evolución de ATCC 33913 Xcc. 

 
 

  
 

Figura 1.6: Genoma de Xantomonas compestris pv. campestris 8004 . Los genes se 
encuentran representados en el anillo externo color azul. El primero muestras los genes en la 
cadena + y el interno en la cadena -; La cantidad de GC en negro; GC skew =( G-C)/(G+C) en 
verde >0 y púrpura<0.   

 
 

1.5.1.2. Xanthomonas  axonopodis pv. citri 

 

La bacteria Xanthomonas axonopodis pv citri (Xac) es el agente causal de la 

cancrosis de los cítricos. De acuerdo a la agresividad y rango del hospedador, se  han 

descripto diferentes grupos de Xac (Namekata & Oliveira, 1972, Egel et al., 1991, Goto 

& T., 1980). Las cepas de tipo A, la única presente en Argentina y originaria de Asia, 

ataca a todas las Rutáceas (Canteros & Naranjo, 2002). Las cepas del tipo B y C son 

originarias de Sudamérica. La B, presente en el Noroeste argentino desde 1929 hasta 

mediados de los ‘90, y la C que nunca estuvo presente en la Argentina, ha tenido 

apariciones esporádicas en Brasil infectando plantaciones de lima Key (C. aurantifolia). 

De la cepa de tipo A se han aislado algunas variantes: A* y Aw. 
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El segundo grupo filogenéticamente distintos X. citri pv. Aurantifolii Gabriel 

(sinónimo de X. campestris pv. citri Dye y X. axonopodis pv. aurantifolii Vauterin). X. 

citri pv. citri parece tener su origen en Asia, infecta una gama muy amplia de cítricos, y 

se encuentra en todo el mundo, incluso en América del Sur. X. citri pv. aurantifolii   

tiene una gama más reducida de cítricos y parece tener su origen en el sur de 

América, y se encuentra sólo en esta región. Ambos grupos de X. citri causan 

idénticos síntomas de hiperplasia, en las plantas enfermas las lesiones se vuelven 

oscuras y gruesas como cancro a medida que progresa (Fig. 1.7) (Gottwald et al., 

2002, Brunings & Gabriel, 2003, Graham et al., 2004, Stall & Civerolo, 1991). 

 

 

 
Figura 1.7: Síntomas en frutos y hojas de limón infectadas por Xac.  

 

 

Los síntomas de hiperplasia provocados por Xac son causados por la 

secreción  a través del sistema de tipo III de la proteína efectora PthA en las células 

hospedadora (Brunings & Gabriel, 2003). Fragmentos de ADN que hibridan con pthA 

se encuentran en todas las cepas conocidas que pueden causar cancro de los cítricos, 

independientemente de su origen (Cubero & Graham, 2002). Esto planteó la 

posibilidad de que la transferencia horizontal de un homólogo pthA único entre cepas 

compatibles de Xanthomonas (por ejemplo, X. axonopodis pv. citrumelo (Gabriel, D. 

W. et al. 1989) o X. axonopodis pv. alii (Gent, D. H. et al. 2005)) puede haber creado el 

nuevo grupo de América del Sur (Brunings, A. M et al. 2003). 

Xac cepa 306 tiene un cromosoma circular de 5,17555 Mpb (GenBank  número 

de acceso AE008923) y dos plásmidos: pXAC33 de 33,7 kb (GenBank,  AE008924) y 

pXAC64 de 64,92 kb (GenBank  AE008925) (da Silva et al., 2002). El genoma de Xac 

306 posee 4.313 marcos de lectura abiertos (ORFs), de los cuales se les ha asignado 

una función al 62,83%. Ambos genomas plasmídicos codifican para un total de 115 

genes, y a 55 de ellos no se les han propuesto aún alguna función (Laia et al., 2009). 
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El contenido promedio de G+C (guanina + citosina) es de aproximadamente 

64% para el cromosoma y de 61% para cada uno de los plásmidos. 

El genoma de Xac 306 posee muchos genes involucrados en la colonización y 

patogénesis del hospedador. Estos genes incluyen a los que codifican para dos 

sistemas de secreción tipo II, “xcs” y “xps”, involucrados en la exportación de enzimas 

extracelulares que degradan la pared celular del hospedador, como por ejemplo: 

celulasas, xilanasas, pectato liasas y endoglucanasas. Además, el genoma de Xac 

codifica para un sistema de secreción tipo III y para dos sistemas de secreción tipo IV, 

uno localizado en el cromosoma y el otro en el plásmido pXAC64. Asimismo, codifica 

para una proteína adhesina (XadA) que podría actuar como autotransportadora en el 

sistema de secreción tipo V. Además de los genes mencionados, el genoma de Xac 

codifica para genes involucrados en la biosíntesis y regulación de la fimbria tipo IV, 

proteínas para la síntesis de exopolisacáridos y lipopolisacáridos (LPS), genes de 

avirulencia/virulencia, y genes involucrados en la regulación de la síntesis de factores 

de patogenicidad (operón rpf, del inglés “regulation of pathogenicity factor”) (Astua 

Monge et al., 2005, Brunings & Gabriel, 2003, Moreira et al., 2004, Moreira et al., 2005, 

da Silva et al., 2002). De estos grupos de genes, varios serán comentados 

detalladamente a continuación, debido a su importancia en este trabajo de Tesis. 

 

 

1.6. Rol de los exopolisacáridos (EPS) en la intera cción bacteria planta 

 

En general, tres propiedades físicas de los EPS determinan sus funciones 

biológicas. En primer lugar, son muy higroscópicos, por lo que se encuentran 

altamente hidratados, protegiendo a la célula contra la desecación y antibióticos 

polipeptídicos hidrofóbicos. En segundo lugar, los EPS acídicos producidos por 

muchos patógenos de plantas son altamente aniónicos, pudiendo actuar como resinas 

de intercambio, concentrando minerales y nutrientes en la vecindad de la célula o 

secuestrando sustancias tóxicas. Por último, producen soluciones altamente viscosas, 

e incluso geles, lo cual es determinante en la función de protección de la célula contra 

agentes agresivos del medio ambiente y en el efecto de oclusión vascular que 

beneficia la invasividad y multiplicación celular en muchos microorganismos 

patógenos (Leigh & Coplin, 1992). 

Las funciones más importantes desempeñadas por los EPS, sobre las cuales 

se han realizado gran cantidad de estudios en los últimos años, están involucradas en 

interacciones bacteria-hospedador. Varios EPS producidos por bacterias simbiontes 

están involucrados en los procesos de nodulación. La producción de celulosa no es 
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esencial para la nodulación (Leigh & Coplin, 1992), aunque las fibrillas producidas por 

ésta induce la formación de grandes agregados bacterianos (Romantschuk, 1992) 

aumentando la probabilidad de producir la infección de la planta y capacitando a la 

bacteria para resistir la remoción natural por viento o lluvia. 

Por otra parte, evidencias genéticas indican que los heteropolisacáridos 

acídicos sintetizados por Rhizobium (denominado EPS I, o succinoglicano para R. 

meliloti) son esenciales para el desarrollo nodular normal de plantas que forman 

nódulos de morfología indeterminada (nódulos de elongación continua, con meristema 

apical), pero no en plantas que forman nódulos de forma determinada (nódulos con 

meristema esférico). La estructura de los EPS es importante en el desarrollo del 

nódulo, ya que mutantes exoH de R. meliloti, las cuales producen succinoglicano no 

succinilado, no pueden invadir nódulos en alfalfa; resultados similares se observaron 

en mutantes que producen un EPS no piruvilado (Leigh et al., 1987; Muller et al., 

1988).  

En cuanto al rol que los EPS cumplen en bacterias patógenas de plantas, si 

bien en Agrobacterium tumefaciens el EPS es aparentemente innecesario en la 

formación de los tumores, en otras bacterias patógenas, como Pseudomonas 

solanacearum y Xanthomonas campestris, los EPS que desempeñan dos funciones 

muy importantes, causantes de síntomas de enfermedad: producen oclusión de los 

vasos del xilema, lo cual provoca el marchitamiento de la planta, y son parcialmente 

responsables por el síntoma denominado pudrición (water-soaking), típico de las 

enfermedades bacterianas que producen manchas en las hojas por taponamiento de 

los vasos de xilema donde se desarrollan las bacterias, interfiriendo con el transporte 

de agua y produciendo el marchitamiento (Leigh y Coplin, 1992; Coplin y Majerczak, 

1990).  

 

 

1.6.1. Xantano: 

 

El exopolisacárido producido por bacterias del género Xanthomonas, es un 

heteropolímero cuya estructura primaria consta de una serie de unidades repetitivas 

formadas por dos glucosas, dos manosas y un ácido glucurónico unidas por enlaces β-

1,4 (Fig. 1.8). La cadena principal presenta una estructura química idéntica a la 

celulosa, con cadenas de trisacáridos unidas al C3 de los residuos glicosídicos 

alternados. La presencia de acetatos y piruvatos le confieren características aniónicas 

(Sandford & Baird, 1983). 
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La distribución de pesos moleculares varía de 2x106 a 20x106Da, dependiendo 

del grado de asociación de las cadenas que forman agregados. 

Este polisacárido presenta una gran capacidad de disolución en agua a alta o 

baja temperatura, lo que permite obtener soluciones altamente viscosas, 

pseudoplásticas, incluso con bajas concentraciones de EPS. Estas soluciones son 

compatibles con ácidos, bases y sales, y permanecen estables ante un amplio rango 

de pH a temperatura ambiente por mucho tiempo. Dichas propiedades han 

transformado al xantano en el polisacárido bacteriano que más se utiliza en el mundo, 

debido a sus numerosas aplicaciones industriales (figura 6) como en la extracción de 

petróleo y su uso como emulsificante en la industria alimenticia. 

 

 

 

Figura 1.8: Estructura primaria del xantano, unión de  dos unidades repetitivas 

 

 

1.6.1.1. Biosíntesis del EPS: 

 

El camino biosintético del xantano  de Xcc sigue una vía de dos etapas. En la 

primera de ellas se forma la unidad repetitiva (Fig. 1.8) unida a un prenol-PP anclado a 

la membrana citoplasmática de la bacteria por adición secuencial de glucosa-1-P, 

glucosa, manosa, ácido glucurónico y manosa al prenol-P, reacción catalizada por las 

glicosil-transferasas Ι a V respectivamente, obteniéndose un lípido difosfato 

pentasacárido lineal (lip-P-P-ps) (Ielpi et al., 1981a y 1993). El monómero (la unidad 
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repetitiva) sufre modificaciones en esta primera fase de biosíntesis: la entrada de 

grupos acetilos en la manosa interna de todas las unidades repetitivas, y de  residuos 

cetal pirúvicos en los carbonos 4 y 6 de la manosa externa. Los residuos cetal- 

pirúvicos se incorporan en aproximadamente el 50 % de los lípidos difosfo 

pentasacáridos, con lo cual el polímero final presenta las manosas terminales 

piruviladas alternadamente. Un segundo acetilo es incorporado en algunas unidades 

repetitivas sobre la manosa externa del pentasacárido. La transferencia de estos 

grupos se realiza a través de las enzimas acetil-transferasas Ι y ΙΙ y cetalpiruvato-

transferasa, desde los dadores Acetil-CoA y PEP respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.9: Esquema de la biosíntesis del Xantano 

 

En una segunda etapa, la unidad repetitiva lineal, o el polímero en crecimiento, 

se transfiere a la posición 4 de la glucosa no reductora de otra unidad repetitiva, 

conformándose una cadena principal de estructura semejante a la celulosa, con 

cadenas laterales de Man-GlcA-Man. Es decir, las cadenas de pentasacáridos son 

polimerizadas creciendo por su extremo reductor para dar el polisacárido final (Ielpi et 

al., 1993), el xantano. El reciclado del lip-P aceptor, la liberación de la cadena de 

xantano y la secreción al medio extracelular, son procesos poco estudiados en este 

sistema. 
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1.6.1.2. Aspectos genéticos de la producción de EPS : 

 

La complementación de mutantes deficientes en la producción de EPS 

(Harding et al., 1987), permitió llegar a la conclusión que los genes biosintéticos están 

agrupados en una región cromosomal de 16 Kb (Fig. 1.10), denominada gum (Harding 

et al., 1987). Esta región fue secuenciada y, a través de la construcción y 

caracterizaciones bioquímicas de mutantes, se sugirieron diferentes funciones para los 

productos génicos (Katzen et al., 1998, Vojnov et al., 1998, Vojnov et al., 2002). 

Resultados preliminares indican que los genes gumB, gumC, gumE y gumJ 

colectivamente son responsables del proceso de polimerización y exportación de las 

unidades repetitivas del pentasacárido polimerizado. Sin embargo, aún no se conocen 

las funciones específicas de muchos miembros del operón gum, entre ellos el 

encargado de la polimerización del EPS.  

 

 

Figura 1.10: Esquema del cluster responsable de la biosíntesis del xantano: el Operón 
gum. 
 

 

1.6.1.3. El xantano y el glucano cíclico de Xanthomonas  como factores de 

virulencia 

 

La importancia del xantano, como factor de virulencia, se ha demostrado 

utilizando plantas modelos como Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana y 

Brassica campestris y mutantes de xanthomonas afectadas en la síntesis de este 

polímero. Una mutante  incapaz de producir xantano, no produce síntomas de 

enfermedad, o éstos están muy disminuidos, en cualquiera de los modelos utilizados 

(Yun et al., 2006)). Esta mutante, que posee un transposon Tn5 interrumpiendo la 

secuencia del gen gumB, tiene la capacidad de sintetizar las unidades repetitivas del 

xantano pero no de polimerizarlas, demostrando que el producto de este gen está 

involucrado en el proceso de polimerización de estas unidades repetitivas para obtener 

xantano, el producto final (Vojnov et al., 2002). Por otra parte, se ha podido demostrar 

que la síntesis de este polisacárido es muy activa dentro de la planta huésped, la 
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producción del mismo es dependiente de la densidad bacteriana o “Quórum Sensing” 

(Vojnov et al., 2001a). 

Un trabajo más reciente, examinó el rol del xantano en relación a la respuesta 

de defensa de la planta. En este caso se utilizaron dos mutantes, una de ellas la cepa 

gumB, antes mencionada, y otra en donde el Tn5 se insertó en el gen gumK. Esta 

última,  produce una unidad repetitiva de sólo tres azúcares ya que gumK codifica la 

gluronil transferasa, enzima involucrada en la transferencia del ácido glucurónico 

desde UDP-ácido glucurónico a la unidad repetitiva en formación. Esta mutante, sin 

embargo, posee la habilidad de polimerizar estas unidades repetitivas de tres 

azúcares, produciendo un politrisacárido neutro. Utilizando estas dos mutantes, gumB 

y gumK, se pudo demostrar que el xantano suprime la deposición de calosa, una 

respuesta de defensa de la planta, a través de la captación de iones Ca2+ debido a su 

carga negativa y de esta manera depreciar este ion, necesario para la activación de la 

calosa sintetasa (Yun et al., 2006).  

 
 
1.7. Glucanos ββββ -(1,2) cíclicos en Xanthomonas : 

 

Xanthomonas produce un glucano cíclico tiene un grado de polimerización de 

16 residuos de glucosa, conteniendo 15 uniones β -(1,2) cíclicos y una unión 

glicosídica α -(1,6) (Amemura y Cabrera-Crespo, 1986).  

El gen involucrado en la síntesis del glucano en Xcc (XC_4168, ndvB) ha sido 

identificado. El producto de este gen posee homología con la porción C-terminal del 

gen NdvB de la especie de Rhizobium (Rigano et al., 2007). 

 

 

1.7.1. Rol del glucano cíclico β-(1,2) en la interacción planta-patógeno 

 

 Se evaluó la capacidad infectiva de las cepas 8004 (cepa silvestre) y la mutante 

ndvB, gen codificante de la glucano sintetasa en Xcc y por lo tanto deficiente en la 

síntesis de glucano. Se inocularon por infiltración las cepas en plantas de N. 

benthamiana y A. thaliana, se realizaron curvas de crecimiento para monitorear la 

dinámica de la población bacteriana dentro del tejido vegetal y se comparó la 

respuesta de defensa vegetal de ambas cepas a través de la deposición de calosa y 

la expresión de PR1 (que es utilizada como un marcador de la activación del sistema 

de defensa vegetal (Hammond-Kosack & Jones, 1996). 
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La cepa ndvB produjo menos síntomas debido al menor crecimiento en el tejido 

vegetal, mayor  deposición de calosa y aumentada expresión de PR1 tanto a nivel de 

hojas locales como sistémicas. Estos resultados sugieren, que el glucano cíclico β-

(1,2) de Xanthomonas, actúa a través de la supresión local y sistémica de las defensas 

del hospedador (Rigano et al., 2007). 

 

 

1.8. Regulación de la síntesis de factores de virul encia   

 

Los sistemas de transducción de señales de dos componentes, son los 

mecanismos de señalización dominantes utilizados por las células procariotas para 

responder a los estímulos del medio ambiente. Estos sistemas controlan casi todas las 

vías fisiológicas de la bacteria, como la señalización célula a célula, la quimiotaxis, la 

esporulación, la osmolaridad, la asimilación de nutrientes, la diferenciación celular y la 

virulencia (Stock et al., 2000). 

Típicamente, un sistema de dos componentes consta de un sensor de 

membrana con un dominio histidina quinasa (HK) y un regulador de respuesta 

citoplasmática (RR). Después de la percepción de una señal o estímulo, el dominio HK 

se puede autofosforilar en uno de sus residuos de histidina conservados y luego 

transferir el grupo fosfato a un residuo de ácido aspártico conservado en el dominio N-

terminal receptor de la proteína RR. El dominio RR fosforilado puede activar su 

dominio C-terminal y desencadenar una respuesta de adaptación mediante la 

modulación de la expresión de genes bacterianos (Galperin, 2006, Guhaniyogi et al., 

2006). 

En el género Xanthomonas, como en otras bacterias, algunos de sus procesos 

fisiológicos, entre ellos la producción de factores de virulencia, es dependiente de la 

densidad de su población o quorum sensing. El sensado de la densidad celular es 

realizado de manera indirecta, a través de pequeñas moléculas difusibles, que ellas 

mismas producen y pueden percibir. Los genes rpfB y rpfF están implicados en la 

síntesis de estas moléculas difusibles denominadas DSF (sigla inglesa para 

”diffusible signal factor”, (Barber et al., 1997), las cuales actuarían como 

comunicadoras intercelulares. Los genes rpf (Fig. 1.11) en su conjunto, regulan 

positivamente la producción de enzimas extracelulares, exopolisacáridos (xantano y 

glucano) (Vojnov et al., 2001a, Vojnov et al., 2001b). La mutagénesis por transposición 

de rpfF, que codifica una enoil-CoA hidrolasa involucrada en el paso final en la síntesis 

de DSF, el ácido Cis-11-metil-2-dodecanoico, provoca una reducción de la producción 

de polisacáridos, enzimas extracelulares, disminución en la virulencia (Barber et al., 
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1997), al igual que una disminución en la adhesión y movilidad, dependientes o 

independientes, del flagelo (Malamud et al.). Extractos obtenidos de un sobrenadante 

libre de células de cultivos de Xcc, pueden restaurar el fenotipo de la mutantes rpfF 

pero no de la mutante rpfC. El gen rpfB codifica una acil-CoA-ligasa de ácidos grasos 

de cadena larga, que está implicada en la biosíntesis de DSF (Barber et al., 1997). La 

expresión de genes de virulencia, por ejemplo, el gen engXCA, que codifica la enzima 

endoglucanasa y los genes que codifican ciertas proteasas, han demostrado ser 

inducibles por DSF en la cepa Xcc 8004 (Barber et al., 1997) (Slater et al., 2000, 

Vojnov et al., 2001a).  

 

 

 

 

Figura 1.11: Diagrama del operon rpf en los genomas de Xac. str 306 y Xcc. 8008 y 

estructura química de DSF. 

 

 

El gen rpfC codifica una proteína reguladora del sistema de dos componentes. 

Una mutación en este gen, da como resultado la atenuación de la virulencia y conduce 

a un aumento en el nivel de DSF de hasta 100 veces sobre el nivel de la cepa silvestre 

(Slater et al., 2000). Esto ha llevado a sugerir que RpfC participa en un proceso de 

retroalimentación negativa que sirve para regular los niveles de DSF (Fig.1.10). El 

mecanismo por el cual esto ocurre no está totalmente aclarado actualmente, pero al 

parecer RpfG no intervendría en esta regulación. RpfG es una proteína reguladora que 

contiene un dominio HD-GYP implicado en la señalización y la regulación en bacterias. 

HD-GYP es un dominio de proteína cuya función bioquímica  es la degradación de di-

GMP cíclico (fosfodiesterasa de di-GMP cíclico) (Ryan et al., 2006). 
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En este modelo, la detección de DSF por RpfC conduce a una reducción de los 

niveles de di-GMP cíclico, que actuaría como segundo mensajero, con los 

consiguientes efectos en la síntesis de enzimas extracelular y EPS, la formación de 

biofilm y dispersión (Fig.1.12) (Ryan et al., 2006). Los otros genes del operón rpf 

(rpfADEI) no tienen una participación aparente en el sistema de regulación de DSF. 

RpfA es una aconitasa que puede desempeñar un papel en la homeostasis del hierro, 

RpfD tiene un dominio de unión a ADN LytTR (IPR007492), mientras que para las 

proteínas hipotéticas conservadas RpfE y RpfI no se conoce su función. 

Estudios sobre el efecto de la mutación de rpfC y rpfG y el efecto sobre la  

expresión global de genes aún no han sido reportados. Estudios comparativos, entre la 

cepa mutada rpfF y la cepa silvestre 8004 de Xcc, muestran que muchas de las 

funciones controladas por DSF contribuyen a la supervivencia del organismo en 

respuesta de una serie de agresiones ambientales (He et al., 2006).  

 
 

 
 

Figura 1.12: Modelo de regulación de dos componentes en el siste ma de por rpf /DSF. 
Mostrando la biosíntesis de diGMP cíclico (c-diGMP) por las proteínas con dominio GGDEF a 
baja densidad celular (A),  Las interacciones entre el dominio RR de la proteína RpfC y RpfF, la 
fosforilación del dominio RR de RpfG activando la degradación de diGMP cíclico a alta 
densidad celular por el dominio HD-GYP de la proteína RpfG así como la interacción entre 
RpfG y las proteínas GGDEF (B). 
 
 

La secuenciación del genoma de Xanthomonas axonopodis pv. citri  reveló la 

presencia del locus rpf, siendo muy similar al de Xcc. (Fig. 1.11), aunque hay algunas 

diferencias notables, entre ellos la ausencia de los genes homólogos rpfH, rpfI y rpfE 

(da Silva et al., 2002). En estudios recientes se pudo identificar una serie de 

interacciones proteína-proteína por medio de ensayos de doble híbrido, en la que 
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participan varias proteínas del locus rpf de Xac, incluyendo RpfC, RpfF y RpfG 

(Andrade et al., 2006). Estos resultados muestran una conexión física directa entre la 

producción y la detección de DSF por medio de interacciones entre RpfF y RpfC. 

También indican que el dominio HD-GYP puede interactuar directamente con los 

dominios GGDEF de la diguanilato ciclasa, responsable de la producción de diGMP 

cíclico (Fig. 1.12, B). Esto es consistente con la recientemente demostrada actividad 

de fosfodiesterasa de diGMP cíclico del dominio HD-GYP (Ryan et al., 2006, da Silva 

et al., 2002).  

 

 

1.9. Biofilms  bacterianos  

 

Hoy en día se acepta que la gran mayoría de la vida bacteriana en la 

naturaleza, se encuentra formando comunidades llamadas biofilms o biopelículas, 

adheridas a una superficie en lugar de estar aisladas como células (Costerton, 1995, 

Kolter & Greenberg, 2006). La importancia de las biopelículas se destaca por su papel 

en muchas enfermedades crónicas, la resistencia a los antibióticos, la contaminación 

biológica, y tratamiento de las aguas residuales (Fux et al., 2005, Heijnen et al., 1993). 

El crecimiento de biopelículas suele ser representado como una serie de 

discretas fases de un ciclo de vida (Stoodley et al., 2002), que comienza cuando las 

células entran en contacto con una superficie, ya sea al azar o por quimiotaxis hacia 

atrayentes químicos (Freter, 1981, Pratt & Kolter, 1998, Meibom et al., 2004). La 

adhesión inicial a esta superficie es a menudo reversible, de tal manera que, las 

células pueden apartarse de ella si las condiciones cambian. Algunas bacterias 

también pueden posicionarse utilizando su pili extracelular, que actúan como gancho  

y que permite a las células moverse unas sobre otras (Klausen et al., 2003) o a lo 

largo de un sustrato sólido (O'Toole & Kolter, 1998). Una adhesión más estable a la 

superficie, se consigue a través de moléculas específicas como las adhesinas (Hinsa 

et al., 2003, Latasa et al., 2005). Por ejemplo, el patógeno oportunista Pseudomonas 

aeruginosa se une a disacáridos en la mucosa que reviste el pulmón humano a través 

de estas moléculas (Wilson et al., 1996).  

Tras la unión, las bacterias crecen y se dividen para formar grupos densos de 

células que caracterizan a los biofilms. Dentro de esta estructura, junto con las células 

se encuentran atrapados: el agua, iones solubles de bajo y alto peso molecular,  otros 

productos como polisacáridos y ADN. En muchos biofilms, los polisacáridos retienen 

agua y al estar hidratados adoptan un estado semisólido, en el cual el principal 

componente de la matriz es de agua hasta un 97% (Zhang et al., 1998).  
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La estructura exacta de cualquier biofilms, es probablemente una característica 

única del medio ambiente en el que se desarrolla. Las condiciones nutricionales y 

físicas afectan en gran medida la naturaleza del biofilm en el laboratorio, ésto es 

igualmente cierto para otros tipos de biopelículas en la naturaleza (Stoodley et al., 

1999).  

Los biofilms pueden estar formados por una población que se desarrollo 

compuesta por una sola especie, o ser una comunidad derivada de múltiples especies, 

estas comunidades se pueden formar sobre una vasta variedad de superficies bióticas 

o abióticas, no sólo pueden formarse sobre superficies sólidas, pueden formar 

comunidades en la interfaz aire-agua o en suspensión. La mayoría de los procariotas 

son capaces de mostrar un comportamiento colectivo coordinado y es especialmente 

evidente al estudiar biofilms. Ya sea que al estar compuestos por una o múltiples 

especies, el desarrollo de biofilms requiere de un comportamiento coordinado 

multicelular.  
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Objetivo general 

 

Estudiar la regulación de factores de virulencia en Xanthomonas campestris pv. 

campestris (Xcc) y Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac). En particular, aquellos 

involucrados en la proliferación de comunidades, sobre superficies abióticas y su 

implicancia in vivo. Por otra parte la búsqueda, en X. campestris. pv. campestris, de 

factores estratégicos en la colonización endofítica de Arabidopsis thaliana.  

 

 

Objetivos específicos 

 

-Estudiar los factores requeridos para la formación de biofilm y su regulación en Xcc 

sobre superficies abióticas, mediante la utilización del microscopio confocal y bacterias 

expresando la proteína verde fluorescente (GFP).  

 

-Utilizando Nicotiana benthamiana como modelo de huésped, y mutantes de 

Xanthomonas, estudiar la participación in vivo del sistema rpf/DSF, involucrado en el 

sensado de la densidad celular o “quorum sensing” en Xanthomonas durante el 

proceso infectivo. 

 

-Desarrollo de la tecnología para la disrupción de genes en Xac y obtención de 

mutantes en los genes rpfF y rpfC con el objetivo de evaluar el rol de los genes rpf en 

la regulación de factores de virulencia en esta bacteria. 

 

-Usando Arabidopsis como modelo de hospedador, se buscará/n factor/es, 

sintetizados por Xcc, asociados a la modulación de la apertura y cierre de estomas 

como posible estrategia de la bacteria para colonizar el aploplasto de la hoja. 
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2.1. Cepas bacterianas 
 
En la tabla 1.1 se detallan las cepas bacteranas utilizadas en este trabajo de tesis. 
 
Tabla 1.1  Cepas bacterianas y plasmidos 
 

Cepas 
bacterianas 

Características relevantes Referencia u origen 

Xanthomonas axonopodis pv. Citri 

Xac T2 Cepa silvestre, origen Tucumán 
Ing. Ag. Jackie Ramallo (EEAOC, 

Tucumán) 
Xac 306 Cepa silvestre, origen Brasil (da Silva y col., 2002) 

Pseudomonas syringae pv. tomato  
DC3000  (Melotto et al., 2006) 

DC3118 (¿??) Mutante de coronatina (Melotto et al., 2006) 
Xanthomonas campestris pv. campestres 

Xcc 8004 , RifR (Turner et al., 1984) 
Mutantes de Xac derivadas de Xac T2 

MrpfC  �rpfC::KmR    Este trabajo  
rpfF �rpfF::KmR Este trabajo  

Mutantes de Xac derivadas de Xac 99-1330 
Xac-GFP AmpR GmR Este trabajo 

Mutantes de Xcc derivadas de Xcc 8004 
8523 rpfF::Tn5lac RifR, KmR (Tang et al., 1991) 
8557  rpfC::Puirm504.DSF+RifR, KmR (Tang et al., 1991) 

Escherichia coli   

E. coli DH5α 
supE44, �lacU169, (Φ80lacZ 
�AM15), hsdR17, recA1, 

endA1, gyrA96, thi1, relA1 
Colección del laboratorio  

Plásmidos 

pGEM®-T-Easy 

Posee el origen de replicación 
de E. coli (OriC). Incluye un 
marcador de selección que 

confiere resistencia a ampicilina 
(AmpR) 

Promega (Maryland, E.E.U.U.) 

pJQ200KS 

gtmR - KpnI/MCS/SstI - P15A - 
traJ - oriT – sacB 

GmR; sacB; vector suicida 
movilizable 

(Quandt & Hynes, 1993) 

PBluescript SK  Stratagene 
pSac-�C rpfF-KmR. pJQ200KS  Este trabajo 
pSac-�F rpfF-KmR. pJQ200KS  Este trabajo 
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2.2. Medios y condiciones de cultivo 
 
 MC -Cadmus  (Kidby, D. et al., 1977)-:  

Glucosa 1% p/v 

Peptona 0,5% p/v 

Ext. De levadura 0,3% p/v 

Ext. de malta 0,3% p/v 

 

LB : 

Triptona 1% p/v 

Ext. de levadura 0,5% p/v 

NaCl 0,5% p/v 

 

SOB:  

Triptona 2% p/v 

Ext. de levadura 0,5% p/v 

NaCl 0,5% p/v 

MgCl2 10mM 

MgSO4 10mM. 

KCl 0.001% p/v 

 

SOC: Al medio  SOB agregar Glucosa 20mM. 

 

NYGB:  Medio liquido rico para Xcc  (Daniels et al., 1984a). 

Difco peptona 5g/l 

Extracto de levadura 3g/l 

Glicerol 20g/l 

 

MMXC: medio mínimo liquido Xcc  (Daniels et al., 1984a). 

K2HPO4 10.5g/l 

KH2PO4 4.5g/l 

(NH4)2SO4 1g/l 

Hidrolizado de caseína 1.5g/l 

MgSO4 1mM 

Citrato de sodio 0.5g/l 
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Medio L:    

Bactoriptona (Difco) 10 g/l 

Extracto de levadura 5 g/l 

Cloruro de Sodio 5 g/l 

D-glucosa 1g/l 

 

Medio Y : (medio mínimo)  

MgSO4 7H2O 0,01 gr/l 

CaCl2 5H2O 0,022 gr/l 

K2HPO4 0.022 gr/l 

FeCl3 0.002 gr/l 

Glucosa 1% p/v 

Glutamato de sódio 0.11% p/v 

 

Para el crecimiento bacteriano en medio sólido se utilizaron los mismos medios 

adicionando 2% agar (Gibco). 

 
 
2.3 Antibióticos  

 
La concentración de los antibióticos usados se encuentra en la tabla 2.2. Los 

antibióticos solubles en agua fueron filtrados con filtros estériles que poseen poros  de 

0.2 um. 
 
Table 2.2 Antibióticos 
Antibioticos Stock  (mg/ml) y 

Solvente 
Concertación de trabajo (µg/ml) 

   E. coli Xanthomonas 
Amp Ampicilina 5 (H20) 100                 50  
     
Gm Gentamicina 1 (H20) 15 5 
Km Kanamicina 5 (H20) 50 25  
Rif Rifampicina 10 (metanol) 50 50 
Spc Spectinomicina 10 (H20) 50 50 
Sm Streptomicina 10 (H20) 50 50 
Tc Tetraciclina 1 (50% etanol) 15 5 

 
 
2.4. Medición de la densidad celular 
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El número de bacterias en medio de cultivo líquido fue medido con un 

espectrofotómetro Hitachi U-3200  a 600nm, con una celda de 1cm de camino óptico. 

Los cultivos fueron diluidos por un factor de 10. Para Xanthomonas una absorbancia 

de 0.2 corresponde a 1 x 108 unidades formadoras de colonias (ufc/ml). 

 

 

2.5. Material vegetal y condiciones de crecimiento  

 

 Todos los ecotipos de Arabidopsis thaliana (Columbia, col; Lansberg, Ler; 

Basilisca, Ws) y Nicothiana benthamiana fueron desinfectadas en lavandina comercial 

al 10 % (v/v) con el agregado de 0,01% (v/v) del detergente Tween 20 durante 10 

minutos dentro de un microtubo de 1,5 ml. Luego fueron lavadas cuatro veces en agua 

estéril y sembradas en placas de Petri con medio MS ½ X (Murashige & Skoog, 1962) 

con el agregado de 1 % (p/v) de sacarosa y 0,6 % (p/v) de agar (Difco, EUA). Las 

placas con las semillas fueron incuvadas durante dos días en la oscuridad a 4ºC para 

romper la dormición. En ese momento fueron transferidas durante dos días a una 

cámara de cultivo a una temperatura de 22ºC y un fotoperíodo de 10 hs. de luz y 12 de 

oscuridad. Posteriormente las placas fueron llevadas por cinco o seis días más a un 

cuarto de cultivo con temperatura y fotoperíodo similres, e iluminadas por tubos 

fluorescentes Gro-Lux (fluencia de fotones ≈ 45 �mol m-2 s-1). Al cabo de este período 

las plántulas fueron transferidas a vasos plásticos de 110 ml con una mezcla de 

vermiculita, turba y perlita (1:1:1), y fueron fertilizadas cada dos días.  

Para preparar la solución fertilizante se diluyeron las siguientes cantidades de 

stocks de sales en 1 litro agua de la canilla KNO3 1M: 5 ml; KH2PO4 1M (pH 5,6): 2,5 

ml; MgSO4 1M: 2 ml; Ca(NO3)2 1M:2 ml; Fe+2EDTA; micronutrientes: 1 ml. 

Preparación de la solución Fe-EDTA: para 450 ml se disuelven 2,5 g de FeSO4.7 H2O 

en 400 ml de agua, se agregan 3,3 6g de Na+EDTA, se calienta a ebullición y se deja 

enfriar lentamente con agitación mientras se lleva a volumen. Solución de 

micronutrientes: H3BO3 70 mM; MnCl2 14 mM; CuSO4 0,5 mM; ZnSO4 1 mM, 

NaMoO4 0,2 mM; CoCl2 0,01 mM.    

 

 

2.5.1. Inoculación de las plantas y medida del núme ro de bacterias en planta 

 

Cultivos de bacterias crecidos en medio MC- Cadmus suplementado con los 

debidos antibióticos fueron centrifugados, lavados y resuspendidos en agua a una 

concentración de 105 ufc/ml. Esta suspensión de bacterias fue inoculada en la hoja por 
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la cara abaxial de hojas maduras de plantas de 4-5 semanas de Nicothiana 

benthamiana con una jeringa de 2 ml sin aguja. Luego las plantas fueron colocadas en 

la cámara de cultivo con las condiciones de crecimiento especificadas anteriormente. 

El número de bacterias viables en las hojas fue determinado tomando tres 

discos (0.7 cm de diámetro) de las áreas inoculadas de tres hojas distintas durante 5 

días, los discos fueron triturados y homogeneizados en 1 ml de agua y plaqueados en 

diluciones seriales en placas de MC-Cadmus con los antibióticos apropiados. 

 
 
2.5.2. Inoculación de Arabidopsis  

 

Las inoculaciones de Xcc  en plantas de Arabidospsis ecotipo columbia y 

Lansberg,se realizaron sumergiendo las plantas de 3 semanas de crecimiento, en una 

solución de bacterias. Este método es una adaptación a Xanthomonas de una técnica 

empleada originalmente para Pseudomonas (Tornero & Dangl, 2001). Las plantas de 2 

semanas de cultivo en invernáculo (un mínimo de n=36 por tratamiento, con 9 plantas 

por pote) se sumergen en soluciones bacterianas de diferentes cepas, a densidades 

ópticas de 0.1 en 10nM MgCl2 y 200 µl/L silwet L-77, durante 30 segundos. Los potes 

se cubren con un filtro transparente durante 2 hs para conservar la humedad y 

favorecer la apertura estomática necesaria para el ingreso de las bacterias. El 

recuento de bacterias se realiza recolectando 3 plántulas por punto, por triplicado, (lo 

cual se efectuó a distintos tiempos post infección para determinar las diferencias entre 

las distintas cepas) se colocaron en eppendorf previamente pesados con solución 

acuosa de MgCl2 10mM, se pesaron y se llevaron a agitación en shaker por 1h a 28 

ºC. Las suspensiones bacterianas resultantes son diluidas serialmente al décimo en 

placa de ELISA y de cada una de estas diluciones se siembran 2 µl en placas de ágar 

con los respectivos antibióticos. Se incuban éstas a 28°C durante 48hs, y se calculan 

las UFC totales en función del peso de tejido fresco. 

 
 
2.6. Medición de aperturas estomáticas  

 

 Para los experimentos de medición de apertura estomática se utilizaron hojas 

de plantas de 16 a 19 días de edad (no florecidas), cultivadas como se describió 

anteriormente. 

Las dos hojas más jóvenes totalmente expandidas de cada planta fueron 

cortadas con una tijera o epidermis extraídas de las hojas con un bisturí, y se las hizo 

flotar en buffer 10/50 (MES/KOH 10 mM, pH 6,15, Kcl 50 mM) en cajas de Petri de a 
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pares, de forma que cada par estuviera formado por hojas provenientes de individuos 

diferentes. Para medir la promoción del cierre estomático por ABA en primer lugar se 

indujo la apertura de los estomas haciendo flotar las hojas o las epidermis en 10 ml de 

buffer 10/50  con el agregado de CaCl2 0,05 mM durante dos horas a la luz, bajo las 

mismas condiciones utilizadas para cultivar las plantas. Posterormente se las incubó 

con ABA (mezcla de isómeros, Sigma) a la concentración indicada a partir de un stock 

de 50 mM en etanol. En algunos experimentos en este punto también se agregaron los 

compuestos indicados en cada caso. En los experimentos donde se utilizó extracto de 

sobrenadante de cultivo de bacteria, 20 µl fueron añadidos al medio. En todos los 

experimentos de promoción de cierre por ABA, las hojas fueron incubadas durante dos 

horas más antes de medir las aperturas como se describe más abajo.  

Para los experimentos de inhibición de apertura por ABA, una vez separadas 

de la planta las hojas se incubaron en buffer 10/0 (10 mM MES/KOH pH 6,15) durante 

dos horas en la oscuridad (se envolvieron las placas en papel aluminio) con el fin de 

promover el cierre estomático. Al cabo de esta incubación, se transfirieron a placas de 

Petri con buffer 10/50 con o sin ABA a la concentración indicada. Las hojas fueron 

incubadas durante dos horas más, al cabo de las cuales se procedió a la medición de 

la apertura estomática. Luego de las respectivas incubaciones, las hojas fueron 

retiradas del medio de incubación con la ayuda de una pinza, secadas rápidamente 

con papel absorbente y adheridas por su cara abaxial a cinta adhesiva transparente.  

En los experimentos con hojas enteras al cabo de la incubación fueron 

adheridas directamente a la cinta. Se utilizó cinta adhesiva de ambos lados, de 

manera que la cinta a la que se pegó la hoja se encontraba previamente adherida por 

su otra cara a un portaobjetos. Mediante una hoja de afeitar se raspó el cuerpo de la 

hoja con suavidad, de manera de dejar solamente adherida a la cinta las epidermis 

abaxiales de ambas hojas. Se colocó rápidamente una gota del medio de incubación 

sobre las epidermis y se apoyó el portaobjetos sobre un cubreobjetos, de forma que la 

cinta con las epidermis pegadas quedase entre ambos. Se midieron al microscopio las 

aperturas de 40 estomas por experimento. Debido a que la apertura de los estomas 

próximos entre sí tiende a ser más similar que la de estomas distantes 

(comportamiento “patchy”, Mott & Buckley, 2000), éstos se midieron de a grupos de a 

cinco cercanos entre sí (normalmente en el mismo campo del microscopio), para luego 

medir otros cinco a algunos campos del microscopio de distancia, y así 

sucesivamente. Se midieron un total de 20 estomas de una misma epidermis. Las 

mediciones se realizaron a un aumento de 400X en un microscopio Carl Zeiss, con la 

ayuda de un ocular 10 X con una regla micrométrica tallada sobre una de las lentes. 

La regla micrométrica se calibró por medio de un portaobjetos graduado, la mínima 
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división de la regla micrométrica correspondió a 2,4 �M para el ocular 40X utilizado. 

Los experimentos se realizaron al menos por triplicado y los datos se presentan como 

el promedio de al menos 120 mediciones. Sólo se midieron aperturas de estomas de 

aspecto simétrico y de al menos 7 �m (medidos sobre el eje longitudinal). La apertura 

se midió entre los labios externos del poro estomático. 

 
 
 
 
2.7. Medición la actividad  de enzimas extracelular es, de la producción de 
polisacáridos y de DSF  
 
2.7.1. Ensayo de proteasa en placa 

 

Las células de un cultivo de Xcc fueron incubadas 20 hs en medio Cadmus, 

separadas por centrifugación y resuspendidas a una concentración de 108 cfu/ml, 

sembrándose 5 µl en una placa de agar MYGA con 1% (p/v) de  leche descremada. 

Luego de 1-2 días de incubación a 32oC la actividad proteolitica fue determinada 

midiendo el área clara  alrededor de las colonias. 

 
 
2.7.2. Ensayo de Endoglucanasa en placa 

 

Cultivos en medio liquido de Xcc fueron sembrados en una placa de  agar 

MYGB suplementada con carboximetilcelulosa (CMC)  0.25 % (p/v). Luego de incubar 

24 hs a 32oC las placas fueron coloreadas con Rojo Congo 0,1%  (p/v) durante 30 

minutos, lavadas y desteñidas con 1M NaCl. Las zonas claras indican degradación de 

CMC. La actividad relativa de endoglucanasa fue medida sembrando alícuotas de 20 

µl de sobrenadante de cultivo en pocillos de 5 mm cortados en las placas con 20 ml de 

agar CMC (1,5%  agar; 0,125% CMC; 50 mM KH2PO4/K2HPO4, pH 6,0). Después de 

incubar a 37oC toda la noche, las placas fueron teñidas,  y se midió el diámetro de los 

halos de las muestras, cuantificando la actividad mediante la utilización de una curva 

estándar realizada con diluciones de concentración conocida de Celulasa I (SIGMA). 

 

 

2.7.3. Bioensayo para determinar la producción de D SF 

 

Se utilizo el método desarrollado por Barber et al.,(1997) basado en la 

recuperación de la actividad endoglucanasa de la mutante rpfF (Xcc 8523) de Xcc. Las 

células de un cultivo de Xcc 8523 fueron centrifugadas y resuspendidas a una 
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concentración de 5x107 ufc/ml en medio MMXC, 100 µl de esta solución fueron 

agregados a 0.8 ml de MMXC y luego a éste se le agrego  100 µl delextracto de 

sobrenadante de cultivo del cuál se quiere determinar la concentración de DSF. Las 

bacterias fueron incubadas por 24 hs a 28oC. Previa medición de la Densidad óptica a 

600nm, las células fueron removidas por centrifugación y 20 µl del sobrenadante son 

utilizados para determinar la actividad de endoglucanasa como se describe 

previamente.  

 

 

2.7.4. Extracción de DSF de sobrenadante de cultivo  

 

Los compuestos presentes en el sobrenadante de cultivo fueron extraídos con 

acetato de etilo. 50 ml de medio NYGB fue inoculado con la bacteria en estudio e 

incubado a 28oC por 30 hs. 25 ml de cultivo fue centrifugado a 9000 rpm por 10 

minutos, el sobrenadante se transfirió a un tubo falcon de 50 ml. Luego de agregar 7,5 

ml de acetato de etilo y centrifugar a 2.500 rpm se toma la fase orgánica y se guarda a 

-20oC.  

 

 

2.7.5. Determinación de la producción de glucanos p or filtración por geles 

 

Se utilizó Bio-Gel P-4, fine (BIORAD) en columna de 50 x 1 cm equilibrada 

con ácido acético 5%. Los volúmenes de exclusión total y de inclusión se determinaron 

por los volúmenes de elusión del dextrano azul (4 mg) y de CoCl2 (200 µmoles), 

respectivamente. El flujo de la columna se reguló en 0,25 ml/min y se colectaron 

fracciones de 0,5 ml. 

 
 
 

2.8. Obtención de mutantes mediante mutagénesis dir igida 

 

Para la obtención de las cepas mutadas en los genes rpfF y rpfC se utilizó la 

técnica de mutagénesis dirigida por reemplazo alélico, para lo cual se utilizaron 

cebadores específicos de acuerdo a las secuencias ya publicadas (da Silva et al, 

2002). Se amplificaron los genes por PCR, se clonaron en el vector pGEM T easy 

(PROMEGA) y a éstos se les insertó en su secuencia un gen con resistencia a 

kanamicina, el cual interrumpió la expresión de los genes. Estas construcciones se 
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subclonaron en el vector suicida pSAC (Quandt et al, 1993) y se utilizó al mismo para 

transformar por electroporaciòn la cepa silvestre Xac y asì forzar el reemplazo del gen 

funcional por la copia truncada por medio de recombinación homóloga, al seleccionar 

en placas con Kanamicina y sacarosa 5%. Para seleccionar solo el evento de doble 

recombinación, el vector suicida posee el gen sacB inducible por sacarosa  que 

cuando se expresa es letal en bacterias Gram negativas. Estos procedimientos se 

detallan a continuación para los genes rpfC  y rpfF. 

 

 

2.8.1. Construcción del plásmido pSac -�rpfC  

 

Para la construcción de este plásmido, se  procedió a la amplificación de un 

fragmento del gen rpfC de 2700 pb (figura 2.1) a partir de ADN genómico de Xac. 

mediante la técnica de  PCR utilizando los primer rpfC-Fw: cgtcagcagagcgaaagcgt  y 

rpfC-Rw: CAGGATCACCAGCCCCAG, con una temperatura de “annealing” de 57ºC y 

se dieron 2,5 minutos de extensión por 30 ciclos. 

 

 

 
Figura 1.10.1: Esqeuma de los fragmentos colonados de rpfC . Fragmento del genoma 

de Xac 306  (6411pb) (a); fragmento amplificado con los primer rpfC-Fw y rpfC-Rv de 2700 pb y 
clonado en pGEM T Easy, mostrando la deleción de 810pb remplazada por un cassete de 
Kanamisina (b). 
 
 

Luego de correr el producto de la reacción en un gel de agarosa 0.8%-bromuro 

de etidio, se extrajo, en transiluminador UV, la banda correspondiente al peso 

molecular estimado y se purificó la misma para obtener el ADN. Este producto de PCR 

purificado se clonó en el vector pGEM T Easy (PROMEGA), siguiendo las 

instrucciones del fabricante.  
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El producto de esta ligación se utilizó para transformar células de E. coli cepa 

DH5α, las cuales se sembraron en medio con ampicilina, X-gal e IPTG, para realizar la 

selección de las colonias que tengan el plásmido con inserto (blancas).  

Se tomaron colonias blancas y se procedió a la preparación de ADN plasmídico 

de las mismas. Se corroboró la identidad del inserto por análisis de restricción y por 

secuenciación. Hasta aquí se ha construido el plásmido pGEM-rpfC 

Luego se procedió a insertar en la secuencia de la porción del gen rpfC el 

cassete  (de 2 Kb)  para lo cual se digirió el plásmido  pGEM-rpfC   con las enzimas 

BamHI –XhoI que  no corta al pGEM, pero si al inserto (Fig. 1.8.1). 

Paralelamente se digirió el plásmido portador del cassete KmR con las enzimas 

BamHI-XhoI con el fin de liberar el cassete. 

Las digestiones se sometieron a electroforesis, se escindieron del gel las 

bandas correspondientes al pGEM-rpfC y al cassete digeridos y se purificaron de la 

agarosa. Posteriormente se ligaron estos fragmentos, y se utilizaron para transformar 

células de E. coli cepa DH5α, las cuales se sembraron en medio con ampicilina, y 

kanamicina, de manera de seleccionar el nuevo inserto, esta ligación da lugar al 

plásmido pGEM-�rpfC. 

Como último paso, esta construcción se subclonó en el vector suicida pSAC 

(Quandt et al, 1993),  para lo cual se digirió al pGEM-�rpfC y el plásmido pSAC  con 

las enzimas de restricción ApaI-SpeI, lo cual libera la construcción rpfC-Km del mismo. 

Las digestiones se sometieron a electroforesis, se escindieron del gel las 

bandas correspondientes y se purificaron. Luego se ligaron estos fragmentos, y se 

utilizaron para transformar células de E. coli cepa DH5α, las cuales se plaquearon en 

medio con gentamicina (resistencia otorgada por el pSAC), y kanamicina. El plásmido 

resultante pSac-�rpfC fue utilizado para transformar Xac. 

 

 

2.8.2. Construcción del plásmido pSac -�rpfF  

 

Para la construcción de este plásmido, se  procedió a la amplificación de un 

fragmento del gen  rpfF  de 1630 pb (figura 12) a partir de ADN genómico de Xcc. 

mediante la técnica de  PCR utilizando los primers rpfF-Fw: 

GAACTGGGGATGGGCGA y rpfF-Rv: TCGTCAAGGTGGTCATCGTC, con una 

temperatura de “annealing” de 54.5ºC y se dieron 1,6 minutos de extensión durante 30 

ciclos. 
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Figura 1.10.2: Esqeuma de los fragmentos colonados de rpfF.  Fragmento del genoma 

de Xac 306  (6411pb) (a); fragmento amplificado con los primer rpfF-Fw y rpfF-Rv de 1630 pb y 
clonado en pGEM T Easy, mostrando la deleción de 550 pb remplazada por un cassete de 
Kanamisina (b).   
 

 

Luego de correr el producto de la reacción en un gel de agarosa 0.8%-

bromuro de etidio, se extrajo en transiluminador UV la banda correspondiente al peso 

molecular estimado y se purificó la misma para obtener el ADN. Este producto de PCR 

purificado se clonó en el vector pGEM T Easy (PROMEGA), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

El producto de esta ligación se utilizó para transformar células de E. coli 

cepa DH5α, las cuales se plaquearon en medio con ampicilina, X-gal e IPTG, para 

realizar la selección de las colonias que tengan el plásmido con inserto (blancas).  

Se tomaron colonias blancas y se procedió a la preparación de ADN 

plasmídico de las mismas. Se corroboró la identidad del inserto por análisis de 

restricción y por secuenciación. Hasta aquí se ha construido el plásmido pGEM-rpfF 

Luego el fragmento fue transferido al plásmido pBluescript SK cortando a 

ambos con las enzimas ApaI-SpeI. Una vez obtenido el plásmido pBlu-rpfF se 

procedió a insertar en la secuencia de la porción del gen rpfF el cassete KmR  para lo 

cual se digirió el plásmido  pBlu-rpfF con la enzima SalI que  solo corta dentro del 

fragmento clonado en dos sitios dando lugar a la deleción de 550 pb del gen 

rpfF(figura 1.8.2b). 

Las digestiones se sometieron a electroforesis, se escindieron del gel las 

bandas correspondientes al  pBlu-rpfF / SalI y al cassete KmR / SalI y se purificaron de 

la agarosa. Posteriormente se ligaron estos fragmentos, y se utilizaron para 

transformar células de E. coli cepa DH5α, las cuales se plaquearon en medio con 

ampicilina, y kanamicina, de manera de seleccionar el nuevo inserto. Se tomaron 

colonias y se procedió a la preparación de ADN plasmídico, comprobando la presencia 

del inserto por restricción. Esta ligación ha dado lugar al plásmido pBlu- �rpfF. 
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Como último paso, esta construcción se subclonó en el vector suicida 

pSAC (Quandt et al, 1993),  para lo cual se digirió al pBlu- �rpfF con la enzima de 

restricción ApaI-SpeI,  la cual tiene dos secuencias de corte en los extremos del sitio 

de policlonado del pBluescript, con lo cual se libera la construcción rpfF-kmR del 

mismo. Al mismo tiempo se digirió al plásmido pSAC con las mismas enzimas, la cual 

tiene una secuencia de corte en el sitio de policlonado del pSAC. 

Las digestiones se sometieron a electroforesis, se escindieron del gel las 

bandas correspondientes al  rpfF-kmR / ApaI-SpeI  y al pSAC / ApaI-SpeI  y se 

purificaron. Luego se ligaron estos fragmentos, y se utilizaron para transformar células 

de E. coli cepa DH5α, las cuales se plaquearon en medio con gentamicina (resistencia 

otorgada por el pSAC), y kanamicina. Se tomaron colonias y se procedió a la 

preparación de ADN plasmídico, comprobando la identidad del inserto por restricción y 

secuenciación. Este último paso concluye la construcción del plásmido pSAC-�rpfF el 

cual será utilizado para mutagenizar el gen rpfF. 

 

 

2.9. Cuantificación de la adhesión celular por tinc ión con Cristal Violeta 

 

Se toman alícuotas de cultivos bacterianos incubados a 28 °C en medio Y toda 

la noche y se colocan en las placas de elisa. Las placas se incuban a 28 °C y a 

distintos tiempos se saca el medio de cultivo con pipeta, las células se lavan 

gentilmente con medio fresco y se dejan  secar. Las células adheridas se colorean con 

una solución de  cristal violeta 0.01 p/v, dicho colorante se retira y procede a lavar 

nuevamente la células. Luego de dejar secar, se agrega  etanol, el cual solubiliza el 

cristal violeta, y se mide la cantidad de colorante a una OD de 570 nm de esta solución 

como describe (O’Toole et al., 1999). 

 

 

2.10. Microscopia Confocal 

 

Para visualizar los diferentes eventos de formación de biofilm se utilizo un 

microscopio confocal Carl Zeiss LSM510-Axiovert 100 M en experimentos de 4/5 días 

de duración utilizando cámaras de cultivo especiales de borosilicato de 1um de 

espesor en la base (Laboratory-Tek Nunc; No. 155411). Las imágenes fueron 

obtenidas  de cultivos de bacterias transformadas con el plásmido pRU1319, que 

expresa constitutivamente la proteína verde fluorescente (GFPuv) Las bacterias  

(Russo et al.,2006; Allaway et al., 2001) o el plásmido pMP4518 expresando la 
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proteína amarilla fluorescente (EYFP) (Stuurman et al., 2000). Los cultivos de 

bacterias fueron diluidos en una proporción 1:1000 e incubados en las cámaras de 

borosilicato a 28 ºC.  Para prevenir la  desecación, las cámaras fueron incubadas en 

cámara húmeda en placa de Petri. La formación de un biofilm maduro en un cultivo 

estático en Xcc o Xac se observa en 4/5 dias a 28 ºC, a una OD600  de 1.1. La 

imágenes tridimensionales fueron construidas  usando el programa Zeiss LSM Image 

Browser version 3.2.0. las imágenes con doble color fueron obtenidas de cepas 

expresando GFP (pRU1319) mostradas en verde, o EYFP mostradas en color 

amarillo. La detección de la luz emitida fue realizada como se describió anteriormente 

(Stuurman et al., 2000). Todas las imágenes fueron tomadas escaneando 

secuencialmente con un seteo óptimo para GFP a 488 nm de excitación  con un láser 

de argon y con un filtro que retiene de 505 nm o más y la emisión se midió entre 505-

530 nm. Para EYFP se utilizo el mismo método de excitación y la emisión se midió 

entre 560-600 nm.  
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Regulación de la virulencia y formación de biofilm  en Xanthomonas campestris 

pv. campestris (Xcc ). 

 

 

En Xanthomonas, se ha comenzado a estudiar el desarrollo de estructuras 

tridimensionales del tipo de “biofilm” en un medio rico conteniendo altas 

concentraciones de cloruro de sodio (Dow et al., 2003). Estos autores demostraron 

que el sistema de regulación mediado por DSF (del ingles “diffusible small factors”) 

está involucrado en este desarrollo y que la molécula di-GMP cíclico está implicada 

como mensajero secundario (Fouhy et al., 2006). 

La aparición de la tecnología confocal de escaneo por láser en microscopios  

(CLSM del ingles: confocal scanning laser microscopes) para el estudio de biofilm, 

cambió radicalmente nuestra percepción de la estructura de los biofilms y su función 

(Lawrence et al., 1991). El microscopio confocal permite la visualización de muestras 

totalmente hidratadas, y nos permite revelar la elaborada estructura tridimensional de 

los biofilms (Costerton et al., 1995, de Beer et al., 1994). Esta tecnología es muy 

efectiva para monitorear el desarrollo de un biofilm sin tener que utilizar métodos 

destructivos, tanto para cultivos estáticos o de flujo continuo, con o sin recirculación de 

medio.  

Numerosas condiciones afectan la estructura del biofilm, como las propiedades 

de superficie o interfases, disponibilidad de nutrientes, la composición de la comunidad 

microbiana o la hidrodinámica (Stoodley et al., 1998). 

 En este capítulo se presentan los resultados obtenidos en el estudio del 

desarrollo de estructuras de biofilm en medio mínimo, siendo ésta una composición 

más relacionada al hábitat real de la bacteria. Se utilizan, además, mutantes de Xcc 

afectadas en la regulación dependiente de la densidad celular o quórum sensing, con 

el objetivo de estudiar la regulación de la formación de biofilm y mutantes defectivas 

en la producción de xantano, para evaluar la importancia de este exopolisacárido en el 

desarrollo de estas estructuras. 

 

 

3.1. Formación de biofilm  en Xcc . 

 

La habilidad de diferentes cepas de Xcc de formar biofilm fue examinada 

inicialmente en medio mínimo Y, sin agitación y en placas de 96 pocillos, cuya 

superficie es poliestireno. El biofilm formado se evidenció  por tinción con cristal violeta 
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ya que es un método muy simple y práctico, ideal para realizar búsqueda de cepas 

deficientes en la adhesión a diferentes superficies o en la formación de biofilm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1: Adhesión de la diferentes cepas de Xcc.  al poliestireno.  Las cepas 
utilizadas son Xcc (8004), las mutantes en los genes rpfF (8523), mutante en rpfC (8557) y la 
mutante en gumB (8397). Este ensayo fue realizado con Florencia Malamud, tesista doctoral de 
nuestro laboratorio. 

 

 

Este experimento muestra que las mutantes rpfF y rpfC (deficientes en la 

síntesis y sensado de DSF, respectivamente) y una mutante en el gen gumB 

(deficiente en la producción de xantano) mostraron una significativa reducción en la 

adherencia con respecto a la cepa silvestre de Xcc, luego de 6 h de incubación (Torres 

et al., 2007) (Fig. 3.1).  

Este resultado propone dos posibilidades, que las mutantes analizadas no 

producen estructuras de biofilm o que las cepas mutadas se adhieren menos a la 

superficie empleada. Para estudiar en más detalle las estructuras desarrolladas por la 

cepa silvestre y poder discernir entre las dos posibilidades planteadas, se comenzaron 

a realizar estudios de biofilm utilizando microscopia confocal y creciendo las distintas 

bacterias en cámaras de borosilicato de 1 µm de espesor.  

 

 

3.2. Caracterización del biofilm s formado por Xcc  mediante microscopía 

confocal . 

 

Para poder estudiar en detalle la organización del biofilm desarrollado por Xcc 

in vitro, se utilizó un sistema de cámaras de cultivo con base de borosilicato de 1 �m 

de espesor, que permite visualizar con un microscopio confocal invertido la formación 
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de las estructuras de biofilm (Lawrence & Neu, 1999, O'Toole et al., 1999). Para 

monitorear las bacterias durante el proceso de formación del biofilm, se les transfirió a 

éstas el plásmido pRU1319, que expresa la proteína verde fluorescente (GFP). 

 

 

BA

2 μm Fi
gura 3.2: Biofilm  formado por Xcc .-GFP (8004). Imágenes de CLSM tomadas al 4 y 5 día de 
incubación en medio mínimo Y sin agitación. En las imágenes tomadas con un aumento digital 

de 3x al 4 día (A) y 5 día (B).  
 

 

Los resultados obtenidos demuestran que cuando la cepa silvestre Xcc 8004 

crece de manera estática en medio mínimo durante cinco días, desarrolla estructuras 

ordenadas tridimensionales (Fig.3.2 y 3.3). 

Estas bacterias se adhieren a la base de la cámara por sus lados  (horizontales 

al plano de la base), y a otras bacterias por su eje lateral (Fig. 3.2, A y B; Fig. 3.4), de 

forma tal que la estructura se extiende hacia los lados y hacia arriba principalmente. 

Dos o más de estas estructuras confluyen, formando una red tridimensional, en estas 

uniones las bacterias se ubican en forma paralela al plano de la base hasta el quinto 

día, en el que grandes grupos de bacterias se ubican en forma perpendicular al plano 

de la base (Fig. 3.2, B). 
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2 μm  
Figura 3.3: Formación de estructuras con forma de hongo (A) y l os canales de agua 

dentro del biofilm  (B).. Reconstrucción digital del plano Z a partir de una serie de imágenes 
CLSM tomadas al 4 y 5 día de incubación en medio mínimo Y sin agitación,   
 

 

10 μm  
Figura 3.4: Biofilm  formado por Xcc .-GFP (8004). Imágenes de CLSM tomadas al 4 día 

de incubación en medio mínimo Y sin agitación. Serie de imágenes tomadas con un aumento 
de 1000x cada 0.8 µm de distancia, comenzando en la base de la cámara (0.0 µm).  
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Como resultado del aumento de la población celular, se forman estructuras 

características con forma de hongo con canales de agua  entre ellas (Fig. 3.3, A y B). 

Los canales de agua son parte integral de la estructura de biofilm. Estos canales 

proveen de una vía de circulación de nutrientes y de intercambio de productos 

metabólicos con el medio (Costerton, 1995), debido a que existe flujo de agua en éstos 

canales (Stoodley et al., 1994). 

Como se observa en la Figura 3.4, en donde se presenta el biofilm de Xcc 8004 

analizado en diferentes capas mediante el microscopio confocal, estas estructuras 

pueden alcanzar una altura superior a los 10 µm. 

 

 

3.3. Influencia del medio en la formación de biofilm . 

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por el grupo del Dr. Max Dow de 

la Universidad de Cork, Irlanda, en donde las mutantes rpfF y rpfC producen 

agregados cuando crecen en un medio rico en agitación y en presencia de 10% de 

NaCl (medio L), nos planteamos determinar si este tipo característico de biofilm 

correspondía al observado en un cultivo estático en medio mínimo Y. 

 

 

5 μm 
Figura 3.5: Xcc-GFP silvestre no forma biofilm s en medio rico . Imagen tomada por 

microscopia confocal luego de cuatro días de incubación.  
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Figura 3.6: Desarrollo de biofilm  en medio L.   

 

 

Cuando incubamos la cepa silvestre en cámaras de cultivo con base de 

borosilicato en medio rico MC-Cadmus no se observaron agregados, donde la mayoría 

de las bacterias se encontraban en forma dispersa (Fig. 3.5). 

Al incubar la cepa silvestre en medio L observamos la formación de grupos de 

células adheridas a la base de la cámara en muy baja cantidad o nula. En cambio, las 

cepas mutadas rpfF y rpfC, si vió que la mayor parte de las bacterias formaban 

estructuras tridimensionales en un tipo particular de biofilm similares a lo observado 

por otros autores (Dow et al., 2003). Vistas al microscopio, la mutante rpfF formaron un 

gran número de agregados celulares que están adheridos a la base de la cámara sin 

un orden aparente luego de 20 h de incubación sin agitación (Fig. 3.6), y se disgregan 

a las 48 h (Fig. 3.6, D2). 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, en donde en el medio L 

observamos la formación de agregados en las cepas mutantes rpf, y dado que estas 

estructuras no poseen las características de aquellas obtenidas en medio mínimo por 

la cepa silvestre, podemos concluir que ambos biofilms son estructuralmente distintos. 
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3.4. Rol del sistema rpf /DSF en el desarrollo de biofim en medio mínimo  

 

Para estudiar el rol del sistema rpf/DSF y por lo tanto la regulación genética, 

dependiente de la densidad celular, en el desarrollo de biofilm en medio mínimo. 

Comparamos el crecimiento de estas cepas con la cepa silvestre, en experimentos de 

cultivos estáticos, observándolos mediante el uso del microscopio confocal, se 

utilizaron las cepas mutadas rpfF y rpfC, afectadas en la síntesis y en el receptor de 

DSF, respectivamente. 

 Los resultados de los experimentos de formación de biofilms en cámaras sin 

agitación muestran que la cepa mutante rpfF, formó microcolonias al segundo día de 

incubación, pero durante los siguientes cuatro días de observación no desarrolló 

estructuras del tipo biofilm, creciendo en forma dispersa (Fig. 3.7). 

La mutante rpfC (sobreproductora de DSF) formó pocos agregados al segundo 

día, creciendo en forma dispersa en los días subsiguientes (Fig. 3.7). La proyección de 

las imágenes en el eje Z muestra que solamente la cepa silvestre (Xcc 8004) forma 

estructuras compactas y definidas (Fig. 3.7). 

Los valores relativos de DSF en las diferentes cepas fueron medidos 

diariamente, de manera indirecta, tomando 20 ml de sobrenadante de cultivos en 

medio L sin agitación, que fueron extraídos con acetato de etilo. 

 Con estos extractos, se determinó la concentración de DSF, a través del 

bioensayo descripto en materiales y métodos (sección 2.7.3). El ensayo consiste en 

estimular la expresión de la enzima endoclucanasa en la cepa rpfF, cuya expresión 

está muy disminuída debido a la falta de síntesis de DSF. La cuantificación se realiza a 

través de la medición de los halos de degradación de la carboximetilcelulosa (CMC), 

donde veremos una variación en el tamaño de estos halos, dependiendo de la mayor o 

menor concentración de la enzima presente, cuya expresión depende de la 

concentración de DSF en los distintos extractos (Fig. 3.8). 

Cuando se comparó el diámetro de los halos de degradación de la CMC, y por 

lo tanto, los valores de DSF sintetizados por las distintas cepas, se observó que la 

mutante rpfC duplica los niveles observados para la cepa silvestre en estas 

condiciones de cultivo, luego de 48 hs de crecimiento en medio mínimo Y. Los 

extractos provenientes del sobrenadante de cultivos de la mutante rpfF, en cambio, no 

estimularon la expresión de la enzima, evidenciando la ausencia de DSF en el 

extracto.  
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Figura 3.7: Desarrollo de biofilm s en las cepa silvestre, y las mutantes en los gene s 
rpfF, rpfC y gumB  de Xcc.  Transformadas con el plásmido pRU1319 que expresa 
constitutivamente GFP. Incubadas durante 5 días y observadas diariamente por CLSM y la 
reconstrucción digital del eje Z. Las flechas indican las microcolonias.  
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Figura 3.8: Valores relativos de DSF en función del tiempo de c recimiento, en medio Y  

DSF fue cuantificado (A) midiendo la capacidad de los extractos de restablecer la actividad 
endoglucanasa en la mutante Xcc rpfF(B).  
 

 

Por lo tanto la incapacidad de estas cepas en desarrollar biofilm, pone en 

evidencia la importancia del “Quórum Sensing” en el desarrollo de estas estructuras en 

Xcc, demostrando que la síntesis y percepción de las moléculas de DSF son 

requeridas para la formación de un biofilm maduro en medio mínimo.  

 

 

3.5. Obtención de medidas cuantitativas del biofilm  

 

Para poder comparar con mayor detalle y obtener información más exacta para 

el estudio de las estructuras de un biofilm, diversos autores han realizado mediciones 

cuantitativas. Por ejemplo, analizando la variabilidad en el espesor en biofilms de 

Pseudomonas aeruginosa (Stewart et al., 1993), midiendo el espesor y rugosidad de 

los monocultivos o en cultivos binarios de P. aeruginosa y Klebsiella pneumoniae 

(Murga et al., 1995).  

La caracterización cuantitativa del biofilm desarrollado por las distintas cepas 

de Xanthomonas se realizó con un programa de computación, denominado COMSTAT 

(Heydorn et al., 2000). Este programa incorpora diez características cuantificables 

para la caracterización de imágenes en tres dimensiones. La primera versión, 

COMSTAT1,  permite cuantificar las estructuras de biopelículas en tres dimensiones a 

partir de imágenes tomadas con microscopía láser confocal de barrido (SCLM). Fue 
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escrito como una secuencia de comandos de MATLAB 5.3 (The MathWorks, Inc., 

Natick, Massachusetts), el cual está equipado con un paquete de herramientas para el 

procesamiento de imágenes.  

En la actualidad se encuentra en desarrollo la versión COMSTAT 2, este nuevo 

programa contiene las mismas herramientas de análisis que su antecesor, pero está 

escrito en lenguaje de programación JAVA y se utiliza asociado al programa de 

distribución libre “Imaje J”, lo cual le confiere importantes ventajas para el usuario. Los 

resultados mostrados en esta tesis fueron obtenidos mediante el análisis de las 

imágenes con el programa COMSTAT2, el cual fue obtenido desde la página web 

www.comstat.dk, y cuyo permiso para su utilización fue cedido amablemente por el Dr. 

Claus Sternberg de la Universidad Técnica de Dinamarca. 

 

 

3.5.1. Procesado de Imágenes por COMSTAT2 

 

Toda imagen digital, en este caso las guardadas por microscopía confocal, 

están formadas por un número definido de pixeles y cada uno posee un color y un 

valor de intensidad de fluorescencia determinada. Estas imágenes también poseen 

información acerca del aumento óptico o digital utilizado, la fuente de excitación y los 

filtros empleados y la distancia entre imágenes (de una misma serie de imágenes) 

como la mostrada en la Fig. 3.4. En primer lugar para realizar el análisis de una 

imagen con COMSTAT2, éste tiene que diferenciar el fondo de los objetos de interés 

(en este caso la Biomasa). Para ello el programa permite establecer una línea base en 

forma automática o manual.  

En la presente tesis, la línea de base en el análisis de todas las figuras se 

obtuvo en forma automática. Con el propósito de medir solo las células que se 

encuentran formando parte de la estructura del biofilm, es decir, eliminar del análisis 

toda célula o grupo de células que no se encuentren unidas directamente con la base 

o indirectamente unidas a ella por el contacto con otras células, la opción “Connected 

Volume Filtering” (CVF) fue seleccionada para todas las imágenes analizadas. 
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3.5.2. Parámetros cuantificados mediante COMSTAT2. 

 

3.5.2.1. Bio-volumen. 

 

Representa el volumen total de biofilm y es una estimación de la biomasa 

presente que está formando parte de este. Se calcula como el número de píxeles de 

biomasa en todas las imágenes de una serie en las tres dimensiones (como si fuera 

una caja) [(pixel)x x (pixel)y x (pixel)z] dividido por el área que representa el sustrato al 

que el biofilm está adherido. Por lo tanto, este valor representa el volumen por unidad 

de área (µm3/µm2) y constituye el volumen ocupado por las bacterias (Heydorn et al., 

2000).  

Al analizar las imágenes tomadas para todas las cepas de Xanthomonas 

utilizadas, se puede observar claramente que la cepa silvestre presenta parámetros 

muy distintos a los  que se midieron en las cepas mutantes rpfC, rpfF y gumB. La cepa 

silvestre alcanzó un volumen cercano a los 4 µm3/µm2, mientras que las mutantes no 

superaron en ninguno de los casos los 0,5 µm3/µm2 (Fig.  3.9). 

 

 

 

 
Figura 3.9: Cuantificación de biovolumen de biofilm  en Xcc silvestre y las mutantes Xcc 

gumB, rpfF y rpfC a partir de imágenes de confocal obtenidas con comstat2 durante 5 días.  
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3.5.2.2. Distribución de espesor y la media de espe sor. 

 

 

 
Figura 3.10: Cuantificación del espesor máximo de biofilm  en Xcc silvestre y las 

mutantes Xcc gumB, rpfF y rpfC. El gráfico de cajas muestra la mediana (-), la media (▪), los 
cuantiles  0.25 y 0.75 (límites de la caja). Las líneas verticales se extienden hasta el último 
punto de datos un máximo de 1 ± 5 veces la distancia intercuartil de 0.25 percentil y el 0.75 
respectivamente.  Cualquier punto de datos fuera de este, está marcado como un círculo, si los 
hubiere, de valores extremos (○). 

 
 

La media del espesor del biofilm proporciona una medida de la extensión 

espacial del biofilm y es la variable más utilizada para la caracterización de éstas 

estructuras (Heydorn et al., 2000). Esta función localiza el punto más alto de biomasa 

y se expresa en micrómetros (�m). Nuevamente, se utilizó el programa COMSTAT2 

para obtener un promedio del espesor del biofilm de la cepa silvestre y comparar éstos 

valores con los de las cepas mutadas. 

Si bien se observó una gran variabilidad en el espesor de todas las cepas 

analizadas, en particular, las mutantes, se puede distinguir claramente que la cepa 

silvestre posee valores mayores a los de las mutantes en todos los días en que se 

llevó a cabo el experimento (Fig. 3.10) 

 

 

3.5.2.3. Distribución de las distancias de difusión , máxima y promedio. 

 

Este parámetro hace referencia a la distancia que existe de un punto cualquiera 

de la biomasa (un pixel de color verde) hasta el punto más cercano sin biomasa (un 
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pixel de color negro). El promedio de la distancia de difusión es el promedio de 

distancias entre todos los píxeles de la biomasa, mientras que la máxima distancia de 

difusión es la mayor distancia entre todos los píxeles de la biomasa (Heydorn et al., 

2000). Las distancias de difusión media y máxima se han sugerido como medidas de 

las distancias (�m) sobre las que los nutrientes, el sustrato y otros componentes 

difunden desde las bacterias dentro de micro-colonias al medio y viceversa 

(Lewandowski et al., 1999).  

 

 

 
Figura  3.11: Cuantificación del la distancia de difusión promedi o en Xcc. Xcc  silvestre 

y las mutantes Xcc gumB, rpfF y rpfC. El gráfico de cajas muestra la mediana (-), la media (▪), 
los cuantiles  0.25 y 0.75 (límites de la caja). Las líneas verticales se extienden hasta el último 
punto de datos un máximo de 1 ± 5 veces la distancia intercuartil de 0.25 percentil y el 0.75 
respectivamente.  Cualquier punto de datos fuera de este, está marcado como un círculo, si los 
hubiere, de valores extremos (○). 
 
 

La distribución de las distancias de difusión en tres dimensiones se puede 

utilizar para estudios detallados sobre la difusión en los biofilms. Las medias y 

distancias máximas de difusión se emplearon como variables simples que caracterizan 

el estado de los biofilm. En este caso, debido al biofilm denso y apretado que forma la 

cepa silvestre, las distancias de difusión son claramente diferentes entre esta y las 

mutantes (Fig 3.11). 
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3.5.2.4. Relación superficie-volúmen.  

 

La superficie de un biofilm es definida por el conjunto de píxeles que forman 

parte de la biomasa que tienen al menos un píxel de fondo como vecino, que forma 

parte del medio de cultivo. En este caso, los bordes alrededor de una serie de 

imágenes son definidos como biomasa a excepción del borde superior, que se define 

como de fondo. De esta manera, sólo las superficies expuestas a la del flujo de 

nutrientes se incluyen en el cálculo del área de la superficie (Heydorn et al., 2000). 

 

 

 
Figura 3.12: Cuantificación del la relación superficie/Biovolume n en Xcc silvestre y las 

mutantes Xcc gumB, rpfF y rpfC. El gráfico de cajas muestra la mediana (-), la media (▪), los 
cuantiles  0.25 y 0.75 (límites de la caja). Las líneas verticales se extienden hasta el último 
punto de datos un máximo de 1 ± 5 veces la distancia intercuartil de 0.25 percentil y el 0.75 
respectivamente.  Cualquier punto de datos fuera de este, está marcado como un círculo, si los 
hubiere, de valores extremos (○). 
 

 

En el cálculo real de superficie, cada píxel es considerado una caja con las 

dimensiones [(pixel)x x (pixel)y x (pixel)z]. La superficie es la suma de todas las áreas 

de las superficies de biomasa expuestos al medio. La relación superficie-volumen es la 

superficie dividida por el biovolumen (µm2/µm3) y representa la fracción del biofilm 

expuesto al flujo de nutrientes, y por lo tanto puede indicar como se adapta el biofilm al 

medio ambiente. Por ejemplo, se podría especular que en ambientes de baja 

concentración de nutrientes, la proporción superficie a volumen aumentaría con el fin 
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de optimizar el acceso de nutrientes. Este parámetro está relacionado en forma 

inversa con la distancia de difusión, ya que cuanto más denso es el biofilm menor 

superficie queda expuesta al medio y en el caso de Xcc, la cepa silvestre mostró 

valores menores a las mutantes (Fig 3.12). 

 

 

3.6. Rol del Xantano en la formación de biofilms en  medio Y 

 

Teniendo en cuenta que el grupo de genes rpf regula la producción de 

exopolisacaridos en Xanthomonas, y que la deficiencia en la síntesis de alguno de 

ellos está relacionado a la imposibilidad de producir estructuras de biofilms en 

diferentes microorganismos, se analizó la capacidad de producir biofilm en una 

mutante gumB, defectiva en la producción de xantano, un polisacárido cuya síntesis es 

regulado por el sistema rpf/DSF.  

En un biofilm, las bacterias están embebidas en una matriz extracelular 

compuesta por una mezcla de exopolisacáridos, proteínas y ácidos nucléicos. El 

xantano es el exopolisacárido más estudiado y parece tener funciones diferentes 

dependiendo del tipo de comunidad y biofilm que se forme, cumpliendo funciones 

estructurales, secuestrando diferentes moléculas solubles del medio, concentrando 

nutrientes esenciales o como barrera física para prevenir el ingreso o difusión de 

agentes antimicrobianos.  
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Figura 3.13: Cuantificación de xantano en medio mínimo Y.  El polisacárido fue 

purificado y cuantificado por el método de Anthrona en ácido sulfúrico. 
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Para evaluar la importancia estructural del xantano en la formación de biofilm, 

analizamos el comportamiento de la mutante gumB de Xcc en medio mínimo Y. Como 

se observa en la Fig. 3.7, la mutante gumB (8397) está severamente afectada en la 

formación de microcolonias y las células se encuentran unidas por los polos formando 

parte de largas cadenas. Tampoco se observó la formación de biofilm o estructuras 

complejas al cuarto y quinto día (Fig. 3.7). Estos resultados confirman que la síntesis 

de xantano es crucial para la formación de biofilms en medio Y.  

Los bajos niveles de producción de xantano en medios sin agitación, luego de 

dos días de incubación, permitieron demostrar que las mutantes rpfF y rpfC producen 

niveles significativamente menores de xantano que la cepa silvestre en medio mínimo 

(Fig. 3.13). Estos resultados confirman resultados ya publicados en cultivos en medio 

rico, demostrando que la síntesis de xantano está regulado positivamente por el 

sistema rpf/DSF (Tang et al., 1991, Slater et al., 2000, Vojnov et al., 2001a). 

 

 

3.7. Complementación de las mutantes a través de cu ltivos mixtos de bacterias 

 

En trabajos previos, se demostró que los extractos concentrados de acetato de 

etilo provenientes de sobrenadantes de cultivo de Xcc, cepa silvestre, rpfC y gumB 

conteniendo DSF, promueven la dispersión de los agregados formados en medio L por 

la mutante rpfF (Dow et al., 2003) pero no los agregados de un cultivo de la mutante 

rpfC. Además, la cepa silvestre de Xcc produce una enzima capaz de usar el xantano 

como sustrato y degradarlo parcialmente, dispersando de esta manera los agregados 

mencionados (Dow et al., 2003). La síntesis de esta enzima, una mananasa, es 

regulada a través del sistema rpf/DSF y el agregado de DSF permite la expresión 

genética de la misma y por ende la dispersión de las bacterias. 

Como se describe en la sección anterior, cultivos realizados en medio mínimo 

Y, cuya composición es más cercana al medio habitual de la bacteria, el tipo de biofilm 

que se desarrolla es muy diferente al descripto por el grupo del Dr Max Dow. 

Al contrario de lo que ocurre en el medio L, el biofilm en medio Y es formado 

por la cepa silvestre y no por las mutantes rpf. Estas estructuras alcanzan su madurez 

en el cuarto o quinto día de cultivo, dependiendo de la concentración del inóculo inicial. 

 



69 
 

Figura 3.14: Formación de biofilm en cultivos mixtos luego de 4 días de incubación.  Xcc. 
silvestre-GFP:rpfF-GFP; Xcc. silvestre-GFP:rpfC-GFP rpfF-GFP:rpfC-GFP y rpfF-GFP:gumB-
GFP. Todas las inoculaciones fueron en una proporción 1:1.  
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Estudios de complementación utilizando extractos del sobrenadante libre de 

células, realizados con acetato de etilo, conteniendo moléculas de DSF, se utilizaron 

para complementar la deficiencia de la cepa rpfF. Extractos provenientes de la cepa 

silvestre mostraron ser efectivos en cuanto a restaurar la capacidad de esta cepa 

mutada para formar biofilm. En cambio un extracto proveniente de la cepa rpfC debió 

ser diluido varias veces para alcanzar una concentración óptima que permita 

devolverle la capacidad de desarrollar estas estructuras a la cepa rpfF. Este hecho 

indicaba una fina regulación ejercida por estas moléculas en la expresión de genes 

involucrados, entre otras cosas, en la formación de un biofilm maduro. 

Una alternativa para el estudio de la complementación de las distintas mutantes 

afectadas en la formación de biofilm, es la de realizar cultivos mixtos o combinaciones 

de estas mutantes, incluyendo en estas a la cepa silvestre de Xcc. 

En una primera aproximación se coinocularon las cepas mutantes rpfF y rpfC 

con la intención de observar una complementación de la primera con las moléculas de 

DSF producidas por la segunda. Como se observa en la Fig. 3.14 la cepa rpfC no 

complementó a la cepa rpfF, y es un resultado similar a aquel obtenido con el 

agregado de extracto al cultivo. Teniendo en cuenta, entonces, la elevada producción 

de DSF por parte de la cepa rpfC se utilizó otra cepa mutada como fuente de 

moléculas DSF. En este caso, la mutante gumB, incapaz de desarrollar biofilm (Fig. 

3.7) pero productora de DSF en un nivel similar a la cepa silvestre. Como se visualiza 

en la Fig. 3.14, en este caso la combinación con la cepa rpfF arrojó la obtención de un 

cultivo mixto con capacidad para desarrollar un biofilm similar al de la cepa silvestre. 

Otras combinaciones de cepas arrojaron resultados interesantes, como fue la 

coinoculación de la cepa silvestre con la cepa rpfC. El análisis por microscopia 

confocal muestra que en una proporción 1:1 la formación de biofilm fue inhibida (Fig. 

3.15, A) pero, en una proporción 4:1 de Xcc silvestre: rpfC las modificaciones en el 

biofilm fueron mínimas (Fig. 3.15, A). 

La coinoculación  Xcc silvestre:rpfF  no afecto la formación de biofilm de la 

cepa silvestre (Fig.3.14 y Fig. 3.15, A), al contrario de lo visto con la cepa rpfC la cual 

produce altos niveles de DSF. 
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Figura 3.15: Cultivos mixtos al cuarto día de incubación.  Xcc silvestre-GFP:rpfF y Xcc. 

silvestre-GFP:rpfC en proporción 1:1 y 4:1 (escala de la barra es de 2 µm) (A). Célula  de Xcc 
rpfF-GFP y Xcc rpfC-GFP formando parte del biofilms al ser coinoculadas con Xcc silvestre 
(escala de la barra es de 5 µm) (B). 
 
 

Al coinocular dos cepas en una misma cámara, cabe la posibilidad de que la 

cepa silvestre desplace a la cepa mutante y el biofilm esté formado solo por Xcc 

silvestre. La Figura 3.15 B, muestra que al realizar una coinoculación en una 

proporción 4:1, en donde sólo las cepas mutantes expresan GFP, las dos mutantes 

forman parte del biofilms. 

El análisis de las imágenes a través del programa COMSTAT2 muestra que, 

con excepción de la coinoculación con la cepa rpfC, la coinoculación de la mutante 

rpfF con la cepa silvestre y la coinoculación de rpfF y gumB alcanzaron los mismos 

niveles que la cepa silvestre pero mucho más rápido, al segundo y tercer día 

respectivamente (Fig. 3.16, A). El hecho de que el espesor máximo es similar al 

observado para la cepa silvestre (Fig. 3.16, C) y la distancia de difusión promedio sea 

mayor (Fig. 3.16, D), indica que, en ambas coinoculaciónes existe un número de 

células mayor en el biofilm pero con un grosor similar a la cepa silvestre. Mientras que 

los valores más altos en la relación superficie/biovolumen (Fig. 3.16, B) indican que el 
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biofilm formado en ambas coinoculaciónes es mas laxo, mucho menos compactado 

que el formado por la cepa silvestre.  

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3.16: Características 
cuantificadas por 
COMSTAT2 del biofilm 
formado en diferentes co-
inoculaciones  e la cepas 
Xcc silvestre- Xcc rpfF, Xcc 
silvestre- Xcc rpfC y Xcc 
gumB- Xcc rpfF.  Biovolumen 
(A). Relación Superficie/ 
Biovolumen (B), Espesor 
Máximo (C), Distancia de 
Difusión Promedio (D). 
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Figura 3.17: Cultivos de Xcc rpfF incubados durante 4 días con extractos de la cepa 

silvestre o Xcc rpfF o Xcc  rpfC.  
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Por el contrario, la coinoculación de la cepa silvestre con la cepa mutante rpfC 

muestra un volumen de biofilm muy inferior al observado en el resto de las co-

inoculaciónes (Fig. 3.16, A), al igual que la relación superficie/biovolumen y la distancia 

de difusión son menores (Fig. 3.16, B y D), pero con un espesor máximo que no es 

estadísticamente diferente de las demás (Fig. 3.16, C), indicando que existe la 

formación de un biofilm muy laxo y poco denso sin organización aparente como se 

observa en la Fig 3.14. 

Finalmente, para corroborar que la formación de biofilm maduro se debe a la 

presencia de DSF, realizamos experimentos con la adición de DSF exógeno de 

cultivos de 4 días de la cepa silvestre y de las mutantes rpfF y rpfC a cultivos de la 

mutante Xcc rpfF-GFP (Fig. 3.17). En este experimento solo el extracto proveniente de 

la cepa silvestre complemento a Xcc rpfF-GFP y permitió la formación de biofilm 

maduro al cuarto día, con las mismas características del biofilm formado por la cepa 

silvestre. Mientras que el control y el cultivo con extracto de rpfF no formaron biofilm, el 

extracto de rpfC indujo la formación de agregados, pero éstos no poseen las 

características de un biofilm maduro como el formado por la cepa silvestre (Fig. 3.17). 

 

 
Figura 3.18: Biofilm en cultivo mixto de rpfF -GFP:gumB -EYFP observado durante 5 días 

de incubación. 
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Los cultivos mixtos de las mutantes gumB y rpfF fueron capaces de formar 

agregados de bacterias y desarrollar biofilm (Fig. 3.18), sugiriendo una 

complementación mutua entre ambas cepas, donde las moléculas de DSF aportadas 

por la cepa gumB son sensadas por la cepa mutante rpfF que vuelve a sintetizar 

xantano en concentraciones comparables a la cepa silvestre, permitiendo la formación 

de la matriz extracelular necesaria para la formación del biofilm. Estas estructuras 

están formadas por células de ambas cepas como se ve al incubar un cultivo mixto de 

estas cepas expresando diferentes proteínas fluorescentes de rpfF-GFP y gumB-EYFP 

(Fig. 3.18). 

 

 

3.8. Caracterización de la virulencia en las cepas de Xcc.   

 

Basados en los resultados obtenidos anteriormente, continuamos investigando 

el rol biológico de DSF y la alternación de sus niveles en la interacción entre Xcc y las 

plantas.  

El modelo elegido para este estudio fue la interacción de Xcc. con N. 

benthamiana (Yun et al., 2006). N. benthamiana es un modelo muy útil como huésped, 

principalmente porque muestra una inusual susceptibilidad a una gran variedad de 

patógenos. Inicialmente, analizamos la virulencia de todas las cepas de Xcc 

estudiadas hasta el momento inoculando por infiltración con jeringa.  

Los resultados indícan que ninguna de las mutantes produjo síntomas, solo la 

cepa silvestre produjo necrosis en las hojas inoculadas (Fig. 3.19A). Para la cepa  Xcc 

silvestre el número de unidades formadoras de colonias recuperadas al cuarto día de 

la inoculación aumentó en tres órdenes de magnitud (Fig. 3.19E). Las dos mutantes en 

el sistema rpf/DSF tienen un desarrollo mucho menor que la cepa silvestre y las 

plantas no mostraron evidencia de síntomas al cuarto día (Fig. 3.19B, 19C y 19E) 

observándose un recuento de colonias menor de 1,8 a 2 órdenes de magnitud con 

respecto a la cepa silvestre. 

Las hojas inoculadas con la mutante gumB no mostraron síntomas y su 

crecimiento en la hoja esta drásticamente reducido (Fig. 3.19, D y E). 
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Figura 3.19: Síntomas observados al 4 día y curvas de crecimiento (E) de las cepas de 

Xcc. en N. benthamiana determinados luego de inocular las hojas con Xcc. Silvestre (A), Xcc 
rpfF (B), Xcc rpfC (C) y Xcc gumB (D).  
 

 

Debido a los resultados expuestos anteriormente, nos propusimos estudiar el 

rol de DSF en la patogénesis de Xcc y realizamos coinoculaciones en N. benthamiana. 

Para poder contar las colonias de cada cepa coinoculada, una de ellas contiene el 

plásmido expresando constitutivamente la proteína GFP como marcador, esto nos 

permitió contar las unidades formadoras de colonias (UFC) de cada cepa coinoculada. 

 Las cepas rpfF y gumB fueron coinoculadas en la hoja utilizando este método 

y observamos que el crecimiento de ambas cepas aumentó significativamente 

(Fig.3.20C) y los síntomas fueron similares a los de la cepa silvestre (Fig. 3.19A). Esto 

sugiere que existe una complementación recíproca entre ambas cepas.  

Al coinocular la cepa silvestre y la mutante rpfC el crecimiento total de la cepa 

silvestre fue dos órdenes menor y no se observaron síntomas (Fig. 3.20B) que cuando 

se inocula sola (Fig. 3.19A y 19E). Mientras que la coinoculación de las cepas silvestre 

y rpfF no modificó el número de bacterias de la cepa silvestre pero aumentó el número 

de bacterias recuperadas de la mutante, que fueron del mismo orden que la cepa 

silvestre (Fig. 3.20A). Cuando inoculamos las mutantes rpfC y rpfF juntas el número de 

bacterias recuperadas fue similar a los valores cuando se inoculan por separado, con 

síntomas muy leves o nulos (Fig. 3.20D). Estas observaciones demuestran que DSF 
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actúa durante la infección en la planta y un exceso de DSF, así como inhibió la 

formación de biofilm, afecta la virulencia de la bacteria. 

 

 

 
Figura 3.20: Síntomas y curvas de crecimiento de la coinoculació n de cepas Xcc . en 

una relación 1:1, en N. benthamiana, determinados luego de inocular las hojas con Xcc 
Silvestre-GFP:rpfF (A), Xcc silvestre:Xcc. rpfC(B), Xcc rpfF:Xcc gumB (C) y Xcc rpfF-
GFP:Xcc.rpfC (D). En cada gráfico se muestra las curvas de crecimiento individuales y cuando 
fueron coinoculadas (-c).  
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3.9. Conclusiones  
 

Examinando el comportamiento de las bacterias en cultivos estáticos en medio 

mínimo hemos demostrado que la señalización mediada por DSF tiene un papel 

central en la formación de biofilms maduros y un exceso de DSF impide la formación 

de tales biopelículas. 

Nuestros resultados son divergentes a aquellos obtenidos en el estudio de 

agregación en medio rico en nutriente con alta concentración de ClNa (Dow et al., 

2003). En el cual, la mutantes rpf forman agregados mientras que la cepa silvestre 

crece en forma dispersa. Además, DSF provoca la dispersión total en la cepa mutante 

rpfF pero no en otras mutantes de los genes rpfC y rpfG. Estos experimentos en medio 

rico en nutrientes sugiere que los DSF tienen un efecto en la dispersión de la 

biopelícula que requieren del sistema de dos componentes RpfC/RpfG, pero no influye 

en la formación de la biopelícula (Dow et al. 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.21: Modelo de regulación por “ quórum sensing”  en la formación de biofilm 
 y la producción de factores de virulencia durante la infección de la planta. 
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Los resultados de nuestros experimentos, con inoculaciones mixtas de 

bacterias, indican que la señalización célula-célula mediada por DSF es activa en la 

planta, y que la concentración de DSF debe ser óptima para desencadenar un proceso 

infectivo. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos desarrollar un modelo, en el 

cual podemos relacionar la producción de DSF durante el crecimiento de Xcc, su 

relación con la producción de factores de virulencia y el desarrollo de biofilms dentro 

del tejido vegetal (Fig. 3.21).  

El modelo que proponemos, tiene en cuenta distintas etapas en el desarrollo 

del proceso infectivo en la planta hospedadora colonizada por Xcc. En una primera 

etapa, en donde la densidad celular es baja, las bacterias se adhieren a la superficie 

de la célula vegetal de los vasos del xilema (XV). Luego, en la medida que aumenta la 

densidad celular y por ende la concentración de DSF, se induce la síntesis de 

determinados factores de virulencia (VF), algunos de los cuales pueden interferir con 

la respuesta de defensa vegetal (PD). 

Finalmente, en etapas más avanzadas, la bacteria desarrolla estructuras de 

biofilm maduras  y que coincide con el desarrollo de los síntomas más severos del 

proceso infectivo. 
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Regulación de la virulencia y la formación de biofilm  en Xanthomonas 

axonopodis  pv. citri  

 

 

Cuando se secuenció el genoma de Xanthomonas axonopodis pv. citri  se 

encontró que el locus rpf, presentaba una organización muy similar al de los genes rpf 

en Xcc (Fig. 4), y carecía de los genes homólogos rpfH y rpfI (Da Silva et al., 2002).  

Las proteínas RpfG y RpfB de Xac 306 comparadas con Xcc 8004 revelaron una 

homología del 96% y 93,6%, mientras que RpfC y RpfF del 57,3% y 51% 

respectivamente (Fig. 4.1 A y B).  

Las mutantes de Xcc en los genes rpfH y rpfI exhibieron una disminución en la 

capacidad de responder a DSF (Barber et al., 1997), por lo que se pensó que el 

sistema rpf/DSF no era funcional en Xac (Michael Daniels, comunicación personal). 

 

 

 
Figura 4: Diagrama del cluster rpf en los genomas de Xac. str 306 y Xcc. 8008. 

 

 

Uno de los objetivos de esta tesis fue determinar si los genes rpf homólogos en Xac 

son funcionales, es decir si Xac posee la capacidad de sintetizar DSF y si estos 

compuestos son mediadores de la regulación de factores de virulencia en Xac como 

ya se observó en Xcc. 
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Figura 4.1: Alineamiento de secuencias de las proteínas homologas RpfC y RpfF de Xac 

306 RpfF-306 (gi:21242623 ref. NP_642205) y RpfC-306 (NP_642204.1 ref. GI:21242622) y 
Xcc 8004 RpfF-8004 (gi:66768643 ref. YP_243405.1) y RpfC-8004 (gi:66768646 ref. 
YP_243408.1). Los aminoácidos conservados se muestran en rojo con fondo amarillo y las 
sustituciones por aminoácidos con propiedades fisicoquímicas similares en negro con fondo 
verde.  
 

A 

B 
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4.1. Regulación de la patogénesis de Xanthomonas axonopodis pv. citri  en 

Citrus limón  

Se procedió a construir dos mutantes, una en el gen rpfF (una cepa que no 

produciría DSF) y otra en el gen rpfC (RpfC forma parte del receptor de DSF y cuyo 

fenotipo esperado mostraría una sobreproducción y acumulación de DSF extracelular 

de acuerdo a lo observado en Xcc) (Dow et al., 2003). Para comprobar el fenotipo 

predicho de las mutantes, se utilizó el bioensayo de DSF descripto por Barber y 

colaboradores (1997) que permite detectar la presencia de DSF en extractos de 

sobrenadante de cultivo. Además, se analizaron cambios en la producción de factores 

de virulencia en ambas mutantes. La construcción de la mutante rpfC posibilita 

detectar la síntesis de DSF en Xac, aún en el caso en que estos factores se 

sintetizaran en bajas concentraciones. 

 

 
4.1.1. Generación y análisis de mutantes en los genes rpfF  y rpfC  en Xac 

 
Para la obtención de mutantes en los posibles genes involucrados en la 

síntesis de DSF (rpfF) y en el receptor (rpfC), se empleó la técnica de mutagénesis 

dirigida por reemplazo alélico, para lo cual se utilizaron cebadores específicos 

(materiales y métodos capítulo 1.8) de acuerdo a las secuencias ya publicadas (da 

Silva et al., 2002). Los genes amplificados por PCR, se clonaron en el vector pGEM-T-

Easy (PROMEGA) y a éstos se les insertó en su secuencia un “cassete” con 

resistencia a kanamicina, el cual interrumpe la expresión de los genes. Estas 

construcciones se subclonaron en el vector suicida pSAC (Quandt & Hynes, 1993) 

como se describe en materiales y métodos (sección 1.8.1 y 1.82), para crear los 

plásmidos pSac-�rpfC y pSac-�rpfF. Estos plásmidos se utilizaron para transformar 

por electroporación, una cepa silvestre de Xac, forzando el reemplazo alélico del gen 

funcional por la copia truncada mediante recombinación homóloga, al seleccionar en 

placas con kanamicina y sacarosa 5%. Para seleccionar solo el evento de doble 

recombinación, el vector suicida posee el gen sacB inducible por sacarosa  que al 

expresarse la proteína genera compuestos tóxicos a partir de sacarosa letales en 

bacterias Gram negativas (Muller et al., 1993).  

Como resultado se logró obtener dos mutantes denominadas Xac�rpfC (rpfC)  

y Xac�rpfF (rpfF), el genotipo de cada una de las mutantes fue comprobado mediante 

la técnica de Southern blot (Fig. 4.2). 

 



84 
 

 

Figura 4.2: Confirmación de genotipo de las mutantes rpfC  y rpfF  por  Southern blot . 
Estas membranas fueron incubadas utilizando sondas específicas para los genes rpfC y rpfF 
de 600 y 300 pb respectivamente, marcadas con P32 obteniéndose las bandas de tamaño 
esperado para cada mutante y la cepa silvestre.   

 

 

4.2. El sistema de Quorum Sensing , rpf/ DSF es funcional en Xac 

 

Para comprender la importancia y mecanismo de acción de los DSF en Xac, se 

analizaron en las cepas mutadas, rpfF  y rpfC, la producción de distintos factores de 

patogenicidad. Se sabe que en Xcc la producción de las enzimas como ser: 

endoglucanasa, proteasa, pectic-liasas y los polisacáridos extracelulares están 

regulados por DSF (Barber et al. 1997). Para ello, se evaluó en estas cepas, la 

actividad proteolítica y de endoglucanasa, a través de un ensayo de formación de 

halos de hidrólisis sobre placas de Petri conteniendo agar con leche descremada y 

agar con CMC, respectivamente. En la Figura 4.3 A-B, se puede observar que las 

mutantes rpfF y rpfC presentan un halo de hidrólisis menor que la cepa silvestre de 

Xac. Cabe destacar, que el tamaño del halo de hidrólisis se correlaciona con la 

actividad enzimática y esto se relaciona con una mayor o menor expresión o 

producción de estas enzimas. Estos resultados confirman que estas actividades están 

reguladas por DSF y que el sistema rpf es funcional en Xac. 

Otros de los factores de patogenicidad que evaluamos en las cepas mutantes 

rpf es la producción de dos polisacáridos, xantano y el glucano cíclico. En la Figura 4.3 
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C se muestran los perfiles de elusión cromatográficos de glucanos cíclicos obtenidos 

para las mutantes, como así también para la bacteria Xac silvestre. Los resultados 

indican que los niveles de este compuesto están disminuídos en ambas mutantes. La 

cuantificación del xantano arrojó un resultado similar. El xantano presente en los 

sobrenadantes de cultivo en las tres cepas de Xac fueron precipitados con etanol, 

secados y pesados. Los resultados indicaron que las mutantes produjeron 

significativamente menos exopolisacárido que la cepa silvestre (Figura 4.3, D). 

Demostrando nuevamente que en Xac la síntesis de los factores de patogenicidad 

como los polisacáridos se encuentran regulados positivamente por DSF. 

 

 

 
Figura 4.3: Fenotipo de las mutantes de Xanthomonas axonopodis  pv. citi  (Xac) en los 

genes rpfF y rpfC. Producción de proteasa y endoglucanasa extracelular en Xac en las 
mutantes rpfF y rpfC (A, B); Cuantificación de glucanos cíclicos (C); cuantificación de la 
producción de xantano (D). 

 
 

4.3. El factor difusible producido por Xac es activo en Xcc 

 

Las cepas mutantes en los genes rpfF (8523) y rpfC (8557) de Xcc, crecen 

formando agregados en medio L el cual contiene altas concentraciones de NaCl 

mientras que la cepa silvestre (8004) crece en forma dispersa (Fig. 4.4, A). La 

formación de agregados se revierte solo en la cepa 8523 cuando se la incuba en 

presencia de extractos del sobrenadante de cultivos de la cepa 8004 (silvestre) 

(Fig.4.4, A),  o de la mutante rpfC (no se muestra) (Dow et al., 2003). Al incubar la 

cepa mutante rpfF de Xcc con extractos de Xac, silvestre y de rpfC, esta creció en 

forma dispersa como la cepa silvestre. (Fig. 4.4, A). Esto indica que la molécula señal 

sintetizada por Xac es funcional en Xcc, siendo probablemente su estructura muy 

similar a los DSF producidos por Xcc. 
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Figura 4.4: Formación de agregados en medio L , el cual se revirtió en la mutante rpfF 

al agregar extractos de Xcc silvestre. Xac silvestre o Xac rpfC (A); Bionesayo de 
endoglucanasa en rpfF de Xcc. Esta mutante se preincubó con DSF extraído del sobrenadante 
de cultivo en medio mínimo de: mutante 8523 rpfF de Xac (1B) rpfF de Xcc (2B) Xac. Silvestre 
(3B), rpfC de Xac, (4B), Xcc silvestre  (5B) y  rpfC  de Xcc, (6B). 

 

 

Para confirmar la capacidad de Xac de sintetizar DSF, analizamos la actividad 

de los extractos de sobrenadantes de cultivos en medio mínimo Y provenientes de las 

cepas mutantes rpf y silvestre de Xac, realizados sobre la mutante rpfF de Xcc. Se 

utilizó el bioensayo desarrollado por Barber et. al. (1997), el cual se basa en recuperar 

la producción de la actividad de endoglucanasa mediante el agregado de DSF 

exógeno. En la Figura 4.4 B, se puede observar que los extractos de la mutante rpfC 

de Xac revierte parcialmente la actividad de la endoglucanasa en la cepa rpfF de Xcc. 

Un halo de menor proporción, se puede observar cuando el extracto de la cepa Xac 

silvestre es utilizado para recuperar la actividad en la mutante rpfF de Xcc. Como era 

de esperar, vemos que los halos desarrollados por la cepa rpfF de Xcc incubados con 

extractos de la mutante rpfF de Xac fueron similares al control negativo (cultivos de 

8523 sin extracto). 

Los resultados de la Figura 4.4 muestra claramente que la concentración de 

DSF proveniente de la cepa rpfC y silvestre de Xcc es mucho mayor que los 

provenientes de la cepa de Xac. Esto probablemente sea el motivo por el cual algunos 
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investigadores expresaban la disfuncionalidad de los genes rpf en Xac. No obstante, 

de acuerdo a lo descripto en este capítulo, Xac produce DSF funcionales y éstos 

regulan, al igual que en Xcc, la síntesis de los factores o efectores como ser, la 

secreción de endoglucanasa, la síntesis de xantano y glucano cíclico.  

 

 

4.4. “ Biofilm”  en Xac rol de “ Quorum Sensing”  

 

Otros de los aspectos estudiados, fue la capacidad de desarrollar estructuras 

del tipo “biofilm” en Xac y el posible rol del sistema rpf/DSF en la formación de éstos. 

 

 
Figura 4.5: Imágenes tomadas con microscopio confocal de Xac silvestre. Al cuarto 

día mostrando una secuencia de imágenes tomadas cada 0.8 µm de altura comenzando desde 
la base de la cámara en medio Y (A), estructuras de bioflim maduro con la forma característica 
en panal de abeja  y su proyección en el eje Z (B), cultivo de Xac silvestre en medio rico MC-
Cadmus (C).  
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En un primer paso se estudió la capacidad de la cepa silvestre de Xac de 

formar biofilm en diferentes medios de cultivo como ser MC-Cadmus y MYGB o medio 

mínimo Y adicionado  con glucosa y glutamato de sodio como fuentes de carbono. La 

cepa silvestre Xac-GFP, conteniendo el plásmido pRU1319, el cual expresa 

constitutivamente la proteína verde fluorescente (GFP) (Allaway et al., 2001), fue 

incubada sin agitación y observada diariamente para visualizar la formación de biofilm 

mediante microscopía confocal. 

Tomando series de imágenes del cultivo por microscopía confocal, con una 

diferencia de 0.8 µm de altura entre imágenes, podemos ver que en medio mínimo la 

cepa silvestre de Xac fue capaz de formar estructuras tridimensionales ordenadas. Se 

pudo observar que las bacterias se adhirieron a la superficie de la cámara por los 

polos (perpendiculares al plano de la cámara) y formaron microcolonias al segundo día 

de incubación. En el tercer y cuarto día, la mayoría de las bacterias se encontraban 

unidas entre sí y agrupadas por sus lados, estableciendo una estructura tipo panal de 

abeja  (Fig. 4.5, A y B). 

La proyección digital en el eje Z generada a partir de la secuencia de imágenes 

mostró que la mayor parte de la biomasa de la cepa silvestre crecida en medio 

mínimo, se encontraba formando estructuras tridimensionales, mientras que en medio 

rico, alcanzó una alta densidad celular creciendo de manera dispersa sin observarse 

adhesión entre bacterias (Fig. 4.5, B y C, respectivamente). 

Para determinar si el sistema rpf/DSF en Xac regula factores involucrados en la 

formacion de biofilm, cultivos de las cepas Xac rpfF-GFP y rpfC-GFP fueron incubados 

en Medio Y y observados diariamente. La Fig. 4.6 muestra que estas cepas fueron 

capaces de adherirse a la base de la cámara, ocupando toda la superficie disponible, 

Sin embargo, no se observó la formación de microcolonias al segundo día y las 

bacterias crecieron en forma dispersa sin formar biofilm u otro tipo de agregados (Fig. 

4.6). El análisis con COMSTAT2 de las imágenes de las tres cepas, mostraron un 

aumento de la biomasa asociada a la formación de biofilm durante los cinco días de 

observación de la cepa silvestre, como así mismo la distancia de difusión media,  el 

espesor máximo del biofilm dando como resultado una disminución de la relación 

superficie/biovolúmen debido a la formación de un biofilm muy compacto (Fig. 4.7). 
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Figura 4.6: Desarrollo de biofilm en Xac silvestre-GFP, Xac.rpfF-GFP y Xac.rpfC-GFP 

fueron incubadas durante cuatro días en cámaras de cultivo para confocal observadas con 
CLSM, mostrando la proyección en el eje Z al cuarto día. Escala de la barra es de 2 µm. 

 

 

Las cepas mutantes al no estar adheridas entre sí y crecer de manera dispersa, 

no mostraron cambios en los parámetros medidos con COMSTAT2 (Biovolumen, 

relación superficie/volumen, Espesor máximo y Distancia de Difusión; Fig. 4.7). Los 

valores de espesor máximo y de distancia de difusión, permiten corroborar que la cepa 
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silvestre posee la capacidad de desarrollar estructuras tridimensionales (Fig. 4.7). Las 

cepas mutantes en cambio, no desarrollaron estas estructuras y permanecieron en 

forma dispersa distribuídas uniformemente en toda la superficie (Fig. 4.6 y Fig. 4.7). 

 

 
Figura 4.7: Características cuantificadas por COMSTAT2 del biofilm formado por las cepas 

Xac silvestre, Xac rpfF y Xac rpfC. Biovolumen (A). Relación Superficie/Biovolumen (B). 
Espesor Máximo (C) Distancia de Difusión Promedio (D). En los gráficos de cajas se muestra la 
mediana (-), la media (▪), los cuantiles  0.25 y 0.75 (límites de la caja). Las líneas verticales se 
extienden hasta el último punto de datos un máximo de 1 ± 5 veces la distancia intercuartil de 
0.25 percentil y el 0.75 respectivamente.  Cualquier punto de datos fuera de este, está marcado 
como un círculo, si los hubiere, de valores extremos (○). 

 
 

4.5. Complementación funcional de las mutantes a tr avés de cultivos Mixtos 

 

Con el objetivo de demostrar la importancia de la regulación dependiente de la 

densidad celular en el desarrollo de biofilm en Xac, se realizaron ensayos de 

complementación, a través de cultivos mixtos, utilizando las mutantes afectadas en la 

formación de biofilm y la cepa silvestre de Xac. Como se visualiza en la Fig. 4.8, las 

combinaciones de cepas arrojaron resultados similares a los encontrados al coinocular 

la cepa silvestre de Xcc con la cepa Xcc rpfC y Xcc rpfF. La cepa rpfC coinoculada con 

la cepa silvestre inhibió la formación del biofilm de esta. En cambio la cepa rpfF no  

afectó la formación de biofilm.  
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Figura 4.8: Formación de biofilm  en cultivos mixtos  durante cuatro días de incubación. 

Xac silvestre-GFP:rpfF-GFP; Xac silvestre-GFP: Xac.rpfC-GFP; Xac.rpfF-GFP: Xac.rpfC-GFP, 
mostrando la proyección en el eje Z al cuarto día.  

 

 

4.6. Virulencia de las mutantes Xac.�F y Xac.�C  

 

Para corroborar como influyen las mutaciones en los genes rpfF y rpfC en la 

patogénesis de Xac, se inocularon las diferentes cepas a una concentración de 106 

UFC/ml utilizando los métodos de inoculación por corte y aspersión (Fig. 4.9, A), 

aspersión (Fig. 4.9, B) o infiltración con jeringa (Fig. 4.9, C). 

En todos los casos las mutantes de Xac rpfF y rpfC mostraron reducida 

virulencia cuando fueron inoculadas en la planta huésped de Citrus limón variedad 

Eureka a los 30-35 días, observándose mayores diferencias cuando se inocularon por 

aspersión solamente (Fig.4.9B). 
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Figura 4.9: Síntomas (cancros) en Citrus limón  variedad Eureka . Cada cepa fue 

inoculada en tres hojas diferentes. La formación de cancros en las plantas infectadas fueron 
observados durante 35 dias; Inoculación por corte y aspersión (a), aspersión (b), infiltración por 
presión con jeringa (c). Estos ensayos fueron realizados en colaboración con Florencia 
Siciliano, tesista doctoral en el Instituto de Biología Molecular y Celular de Rosario-CONICET, 
bajo la dirección de la Dra. Maria Rosa Marano. 

 
 

Al comparar el número de bacterias en las hojas, luego de la inoculación por 

aspersión, vemos diferencias significativas de 2 órdenes de magnitud al quinto día 

entre las mutantes y la cepa silvestre. La cepa Xac rpfC mostró una diferencia de 4 

órdenes de magnitud menor  a la cepa silvestre (Fig. 4.10).  

 

 

 
Figura 4.10: Curva de crecimiento bacteriano en Citrus limón  variedad Eureka .; 

inoculadas con la cepa silvestre de Xac por corte y aspersión, aspersión; y de las mutantes Xax 
rpfF y Xac rpfC inoculadas por aspersión. Estos ensayos fueron realizados en colaboración con 
Florencia Siciliano. 



4.7. Conclusiones 

En este capítulo, hemos aportado pruebas de que el sistema de rpf/DSF es

funcional en Xanthomonas axonopodis pv. citri . A su vez éste, está involucrado

en el control de la virulencia de la bacteria a través de la regulación de la síntesis

de enzimas extracelulares y polisacáridos (Siciliano-Torres et al., 2006).

Se demostró además, que el sistema rpf/DSF en Xac es esencial para la

formación de microcolonias y el posterior desarrollo de estructuras más complejas de

tipo biofilm, en la que la bacteria forma un empaquetamiento en matrices de forma

hexagonal tipo panal de abeja. 
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CAPITULO V 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Modulación de la apertura y cierre de estomas por Xcc.

En la actualidad, los estomas son considerados como parte de la respuesta de

defensa vegetal. Melotto y colaboradores (2006) demostraron que las bacterias son

detectadas por las plantas a través de los PAMPs y que este reconocimiento induce,

como respuesta de defensa, el cierre de la apertura estomática. Por otra parte,

Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) cepa DC3000 posee la capacidad de modular

los movimientos estomáticos revirtiendo el efecto de los PAMPs, siendo la coronatina,

una toxina secretada sólo por ciertas Pseudomonas spp. (Young et al., 1992) la

molécula responsable de dicha reapertura (Melotto et al., 2006).

Evidencias previas muestran que, bajo ciertas condiciones, Xcc es capaz de

entrar en hojas de Arabidopsis por los estomas (Hugouvieux et al., 1998). Debido a

ello, investigamos si este fitopatógeno es capaz de manipular las defensas

estomáticas como ocurre con Pst. 

En este capítulo, se presentan resultados, ya publicados (Gudesblat, Torres, et

al 2009), con los cuales demostramos que Xcc posee la capacidad de manipular esta

respuesta, a través de la síntesis de un compuesto generado por la bacteria cuya

estructura aún no ha sido caracterizada. 

5.1. Metodología - Ensayo de medición de la apertura estomática.

Para poder medir la variación en la apertura del poro estomático en respuesta a

estímulos que pueden ser químicos, como una hormona o un inhibidor enzimático, o físicos,

como luz o temperatura, se incuban epidermis aisladas u hojas aisladas de la planta en una

solución con el compuesto de interés, para luego medir las aperturas estomáticas al micro-

scopio. Se pueden medir dos tipos de respuesta, la inhibición de la apertura o la promoción

del cierre. Para realizar este tipo de ensayos es conveniente uniformar previamente la

apertura de los estomas antes de aplicar el tratamiento. Esto se logra promoviendo su

apertura o su cierre de manera tal de maximizarlo o minimizarlo, respectivamente (Fig. 5.1).

La promoción de la apertura se logra mediante la incubación de las epidermis u hojas en un

buffer con alta concentración de KCl, en presencia de luz. El cierre, en cambio, se induce a

través de la incubación en un buffer con una muy baja concentración de sales y en oscur-

idad. Luego de haber promovido la apertura o el cierre estomático, se aplica el tratamiento

que se desea estudiar y se incuban las epidermis u hojas aisladas bajo condiciones en
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las que, de no ser por el tratamiento aplicado, los estomas tenderían a abrirse (en el 

ensayo de inhibición de apertura, por ejemplo, bajo luz) o a mantenerse abiertos (en el 

ensayo de promoción del cierre, por ejemplo, en alta concentración de KCl). Al cabo 

de 2 hs se mide, al microscopio óptico, la apertura de 20 estomas en cada epidermis y 

se obtiene el promedio de las aperturas de al menos dos epidermis por tratamiento 

(Fig. 5.1). 

 

 

 
Figura 5.1. Esquema del pretratamiento en los ensayos para eval uar la respuesta de 

los estomas  ante diferentes estímulos  (Luz, ABA, LPS, flagelina, etc).  
 

 

5.2. Xcc  induce el cierre estomático 

 

 Se utilizó el bioensayo esquematizado en la Fig. 5.1, para analizar la 

capacidad de Xcc para inducir el cierre estomático en epidermis aisladas de A. 

thaliana ecotipo Columbia (Col-0). Las epidermis fueron incubadas durante dos horas 

en presencia de KCl con iluminación. Cuando todos los estomas están completamente 

abiertos, se agregó una suspensión de bacterias de Xcc a la solución tampón a una 

concentración final de 1x108 UFC Como controles de este experimento se utilizaron E. 

coli y LPS aislado de P. syringae, cuya actividad en la inducción del cierre de la 

apertura estomática ya ha sido descripta (Melotto et al., 2006). La Figura 5.2 muestra 

que Xcc, así como se ha demostrado para Pst y E. coli, también es percibida por el 

sistema de defensa estomático en A. thaliana, induciendo el cierre de los estomas, 
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como respuesta de defensa a la presencia de la bacteria luego de una hora de 

incubación.  

 

 

5.3. Xcc . suprime la respuesta de defensa estomática.  

 

El mismo bioensayo antes mencionado, se utilizó para investigar si Xcc poseía 

la capacidad de revertir el cierre estomático inducido por ella misma, por otras 

bacterias, y por el LPS (Fig. 5.7). Es decir, si Xcc podía contrarrestar la respuesta de 

defensa estomática. Nuevamente utilizamos epidermis de A. thaliana Col-0 o 

Landsberg (Ler) aisladas e incubadas en condiciones en que los estomas estén 

completamente abiertos. Fueron puestos en contacto con las bacterias y la apertura 

estomática se midió a 1 y 3 hs. Como en el experimento de la sección anterior, todas 

las bacterias promovieron el cierre de los estomas después de 1 hora de incubación, 

sin embargo, a las 3 hs, Xcc, pero no E. coli, fue capaz de reabrir los estomas en los 

dos ecotipos de A. thaliana utilizados (Fig. 5. 2 A y B). Este resultado indicaría que Xcc 

sería capaz de suprimir la respuesta de defensa estomática de Arabidopsis, similar a 

lo que se ha descripto anteriormente para P. syringae, lo que le permitiría a esta 

bacteria acceder al interior de la hoja. 

 

 

 
Figura 5.2: Ensayo de inhibición del cierre estomático  en A. thaliana columbia (a) o 

lansberg (b). 
 
 

5.4. Xcc.  modula los estomas a través de un factor cuya sínt esis está regulada 

positivamente por el sistema rpf /DSF. 

 

El cluster de genes rpf de Xcc regula una gran variedad de genes requeridos 

para la virulencia. Mutantes afectadas en la síntesis (cepa 8523, rpfF) y percepción de 

DSF (cepa 8557 rpfC) son menos infectivas en Brassica campestris  (Newman et al., 
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1994) y Nicothiana benthamina (Torres et al., 2007). En experimentos de infecciones 

desarrollados en A. thaliana Col-0, se observó que el crecimiento de  ambas mutantes 

está severamente afectado (Fig. 5.3 B). Con el objetivo de analizar si el clúster de 

genes rpf regula la expresión o síntesis del factor responsable de la modulación de la 

apertura estomática, se incubaron epidermis de la cara abaxial de A. thaliana Col-0 en 

condiciones que provocan la apertura total de los estomas y luego se agregó una 

suspensión de bacterias de la cepa silvestre Xcc o de las mutantes rpfF y rpfC. Todas 

las bacterias provocaron el cierre de los estomas al término de una hora como se 

muestra en la  Fig. 5.2 A, pero a las tres horas de incubación se observó claramente 

que en la solución con la cepa silvestre Xcc los estomas se abren nuevamente (Fig. 

5.3 A). Este ensayo nos demuestra que Xcc es capaz de modular el movimiento de los 

estomas y que el factor responsable está regulado por el sistema rpf/DSF.  

Los factores bajo la regulación de los genes rpf están sujetos a una inhibición 

por retroalimentación negativa en presencia de un exceso de DSF (Barber et al., 1997, 

Slater et al., 2000). Si la síntesis de este factor está bajo el control de DSF, el exceso 

de DSF producido por la cepa mutante rpfC  (pero no la cepa rpfF) debe interferir con 

la habilidad de la cepa silvestre para revertir el cierre de los estomas. 

 

 

 
Figura 5.3: a) Promoción del cierre de estomas  luego de 3 h por Xcc , las mutantes o 

coinoculando dos cepas distintas. Los datos marcados con asterisco indican diferencias 
significativas con los controles de acuerdo al test t de Student : P < 0.001. b) Curva de 
crecimiento en planta luego de infección por inmersión en una solución de bacterias (107 ufc/ml) 
en MgCl 10 mM. 

 

 

Para verificar esta hipótesis, se realizaron experimentos con mezclas de 

suspensiones de células conteniendo la cepa silvestre de Xcc y las cepas mutantes 

rpfC o rpfF (Fig. 5.3 A). En este ensayo sólo en las epidermis incubadas con la cepa 
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silvestre de  Xcc o al ser coinoculada con la cepa mutante rpfF se produjo la 

reapertura estomática a las 3hs (Fig. 5.3 A). El efecto supresor de la mutante rpfC 

sobre la cepa silvestre demuestra que el exceso de DSF aportado por la mutante rpfC 

inhibió la síntesis del factor responsable de provocar la apertura de los estomas (Fig. 

5.3 A).  

 

 

5.5. Xcc revierte el cierre estomático inducido por ABA o LP S. 

 

Una de las hormonas principales en el control de los movimientos estomáticos 

es el ABA, por esta razón estudiamos si Xcc posee la capacidad de revertir el cierre 

inducido por esta hormona. Epidermis aisladas de hojas de A. thaliana Col-0, 

preincubadas en condiciones en que los estomas se alcancen en su máxima apertura, 

fueron incubadas en presencia de ABA, Xcc o ambos, como así también la 

combinación de ABA con las dos mutantes rpf. Los resultados obtenidos mostraron  

que coinoculando las epidermis con ABA y Xcc, pero no con las cepas mutantes rpfF y 

rpfC, se ve disminuído notablemente el cierre de estomas, comparados con un control 

donde solo se incluye ABA (Fig. 5.4). 

 

 

 
Figura 5.4: Xcc   interfiere con la promoción del cierre por ABA , pero no la mutantes 

rpfC o rpfF. 
 

 

Los extractos obtenidos con acetato de etilo a partir del sobrenadante de las 

diferentes cepas, también fueron ensayados en presencia de ABA (Fig. 5.5 B). Los 

extractos de ambas mutantes rpf no tuvieron efecto alguno sobre la acción inhibitoria 

de la apertura estomática del ABA (Fig. 5.5 B). El extracto de Xcc, en cambio, abolió 

parcialmente este efecto en Arabidopsis y en una especie evolutivamente distante de 
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ésta, como es Vicia faba (Fig. 5.5 C), indicando que el blanco sobre el cual actúa el 

factor estaría evolutivamente conservado.  

Los extractos de la cepa silvestre no lograron al tratar de prevenir la inhibición 

de la apertura de estomas por ABA. En este ensayo, las epidermis fueron 

preincubadas en oscuridad (provocando el cierre de los estomas). Cuando estas 

epidermis fueron expuestas a la luz, los estomas se abrieron alcanzando su máxima 

apertura (Fig.5.1), mientras que, este mecanismo fue inhibido por ABA, evitando asi 

que se reabran nuevamente. El hecho de que el extracto de Xcc no revierta el efecto 

del ABA en este ensayo (Fig. 5.5D), sugiere que el factor presente en los extractos de 

Xcc actúa en elementos de señalización involucrados específicamente en la 

promoción del cierre por ABA, inhibiendo este efecto y no en otra acción del ABA 

como lo es la inhibición de apertura (Fig. 5.5D). 

 

 

 

 
Figura 5.5: Promoción del cierre por bacterias  luego de incubar 1hs (A); incubación con 

ABA por 2h en presencia de extractos de las cepas de Xcc (B). Promoción de cierre en Vicia 
fava  por ABA luego de incubar 2hs en presencia de extractos de Xcc (C). Inhibición de la 
apertura de estomas por ABA en 2hs en presencia de extracto de Xcc (D).    
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5.6. Xcc  suprime la defensa estomática a través de una molé cula de bajo peso 

molecular que la bacteria sintetiza y secreta al me dio extracelular. 

 

Para entender mejor las bases moleculares comprometidas en la reversión del 

cierre estomático por Xcc, investigamos la existencia de un factor o molécula 

responsable de esta actividad presente en esta bacteria. Hipotetizamos que la 

molécula responsable sería secretada al medio de cultivo Con el objetivo de aislarla, 

realizamos extracciones con acetato de etilo del sobrenadante de cultivos bacterianos 

de la cepa silvestre Xcc, como se indica en la sección 2.7.4 de Materiales y Métodos. 

El extracto obtenido inhibió el cierre inducido por E. coli y Xcc (Fig. 5.5 B y C), 

demostrando que la bacteria libera al medio extracelular el factor responsable de esta 

actividad.  

Con el propósito de purificar este factor, se empleó una columna de Bio-gel P2, 

la cual permite excluir moléculas superiores a 2000 Da, reteniendo las de menor peso.  

Una tercera parte de cada una de las 25 fracciones colectadas fueron combinadas en 

grupos de cuatro, para ser utilizadas en un ensayo de inhibición de cierre estomático 

en epidermis de Col-0. Sólo una de las mezclas inhibió el cierre de estomas, de las 

cuales la fracción número 15 fue la única que revirtió el cierre estomático (Fig. 5.6).  

 

 

 
Figura 5.6: Ensayo de inhibición del cierre estomático por ABA de fracciones  eluídas  

de una columna de Bio-gel P2.  Solo la fracción número 15 inhibió el cierre de estomas por 
ABA. 
 

Complementariamente, se realizaron extracciones con acetato de etilo del 

sobrenadante de un litro de cultivo de las cepas mutantes rpf y se comparó su 

actividad con el extracto de la cepa silvestre.  
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Figura 5.7: Cromatograma de HPLC  realzado con una columna de C-18 25cm x 10mm 

con un tamaño de partícula de 5um, con influjo de 2ml/min en un gradiente de 

Acetonitrilo:Agua. 

 

Por otra parte, todos los extractos fueron analizados por cromatografía de alta 

presión (HPLC) utilizando una columna de fase reversa C-18. La Fig. 5.7 nos muestra 

la presencia de picos diferenciales, que están ausentes en la cepa mutante rpfC y 

fueron recolectados para realizar un ensayo de inhibición de cierre de estomas por 

ABA..   

 

 

 
Figura 5.8: Ensayo de inhibición del cierre estomático por ABA de picos diferenciales 

obtenidos por HPLC.   
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Los resultados mostrados en la Fig. 5.8, muestran que sólo el segundo pico 

diferencial del extracto de la cepa silvestre fue capaz de revertir el cierre estomático 

inducido por ABA en epidermis aisladas. Lamentablemente, la eficiencia de la 

purificación es muy baja y no se ha conseguido obtener suficiente cantidad de material 

puro para identificar y estudiar en detalle la estructura del factor activo. 

 

 
5.7. Las mutantes rpfF  y rpfC  están afectadas en su capacidad de migrar a través  

de los estomas 

 

El hecho de que Xcc silvestre pueda promover la reapertura de los estómas no implica 

que puedan movilizarse a travéz de ellos. Para responder a esta pregunta, se realizó 

el siguiente experimento. 

Utilizando un microscopio confocal, es posible medir la movilidad y capacidad 

de las diferentes cepas bacterianas de migrar, a través de los estomas. Para poder 

observar esta migración, epidermis aisladas de hojas de Col-0 se  incubaron sobre una 

suspensión de bacterias, que expresan GFP constitutivamente, de tal manera que 

éstas quedan flotando sobre la suspensión. Mediante la utilización del microscopio 

confocal se pudo  discriminar la parte inferior de la epidermis (en contacto con la 

suspensión) de la superior en donde sólo se vió bacterias capaces de atravesar los 

estomas. Los resultados mostraron que solo Xcc fue capaz de movilizarse a través de 

la epidermis, luego de que éstas estuvieron durante 3 h en contacto con la suspensión 

de bacterias. Las mutantes rpfF y rpfC, en cambio, revelaron tener una capacidad de 

migrar por los estomas significativamente menor. Esta incapacidad pudo ser revertida 

cuando las mutantes fueron incubadas con extractos de sobrenadante de Xcc, y 

puestas en contacto con las epidermis. (Fig. 5.9). A pesar del efecto pleiotrópico de la 

mutación en el gen rpfF el paso a través de los estómas puede ser atribuído a una 

estimulación por DSF proveniente del extracto de la cepa silvestre.  

El hecho de que la mutante rpfC sea insensible a DSF, y estas bacterias 

adquieran nuevamente la capacidad de atravesar los estomas en presencia de 

extractos de Xcc, demuestra que es condición suficiente y necesaria la presencia de 

este factor producido por la cepa silvestre pero no por las mutantes rpf para que se 

produzca esta migración (Fig. 5.9). Por otra parte, nuevamente los extractos de la 

cepa mutante rpfC inhibieron el paso de la cepa silvestre Xcc por la epidermis, 

indicando una acción inhibitoria en presencia de altas concentraciones de DSF (Fig. 

5.3,  A). 
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Figura 5.9: Migración de Xcc  a trevés de epidermis es dependiente del sistema 
rpf /DSF. Imágenes por confocal del lado interno de epidermis de Arabidopsis tomadas luego 
de 3h de incubación, donde la cutícula está en contacto con una suspensión de cepas 
bacterianas de Xcc-GFP silvestre o las mutantes rpfF-GFP y rpfC-GFP. 
 

 

5.8. El extracto de Xcc  complementa la infectividad de la cepa  de Pseudomonas  

syringae pv . tomato   deficiente en la síntesis de coronatina. 

 

La mutante de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3118 es deficiente en la 

síntesis de coronatina (cor) e incapaz de revertir el cierre de estomas. Esta mutante 

posee menor capacidad para infectar A. thaliana cuando son depositadas sobre la 

superficie de la hoja pero no cuando son introducidas directamente dentro de la 

cavidad estomática de las mismas (por ejemplo mediante infiltración por vacio).  

En un ensayo de infección sobre A. thaliana, utilizando la mutante DC3118 y un 

extracto proveniente del sobrenadante de un cultivo de la cepa silvestre de Xcc, se 

probó si el factor modulador de los estomas sintetizado por Xcc podía recuperar la 

capacidad de infectividad de la mutante DC3118, es decir la capacidad de ésta de 
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atravesar los estomas. Para este ensayo se inocularon las hojas de Arabidopsis con 

una dilución de las cepas DC3000 (cepa silvestre de Pst) y DC3118 solas o 

previamente incubadas con los extractos de la cepa silvestre de Xcc o de las mutantes 

rpf. Para este experimento se tomaron  tres plantas por tratamiento de las cuales se 

realizo un recuento de colonias en placa de LB con kanamicina a las 2 hs y 4 días, 

después de haberse realizado la inoculación. Como se observa en la Fig. 5.10 se ve 

que sólo el extracto de la cepa silvestre de Xcc pudo complementar a la mutante 

DC3118, no así los extractos de las cepas mutantes en rpf. Esto demuestra que es 

necesario la síntesis del factor modulador, presente en Xcc silvestre, para la apertura 

estomática. 

 

 

 

Figura 5.10: La mutante DC3118 (cor-) es complementada por extra ctos de Xcc . 
Plantas de Arabidopsis infectadas por un baño de bacterias DC3000 o DC3118 en presencia y 
ausencia de extractos de las cepas de Xcc. silvestre o las mutantes rpf  tomados a 2h y 4 días 
de la inoculación. 

 

 

5.9. Rol de MPK3 en la señalización posterior a la detección de los PAMPs 

bacterianos en las células de la guarda. 

 

Poco se conoce de las vías de señalización, río abajo, en la activación por 

PAMPs en células de la guarda que llevan al cierre de los estomas. Recientemente se 

demostró que el cierre inducido por bacterias requiere la síntesis de óxido nítrico y  

que se ve comprometido en mutantes con bajos niveles de ABA (Melotto et al. 2006).  

En las células eucariotas, como las de plantas, la señalización en respuesta a 

diversos cambios en las condiciones ambientales y hormonales está mediado por 
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cascadas de MAPK (mitogen-activated protein kinase). En particular, la MPK3 está 

involucrada en el control de los movimientos del estoma en respuesta al ABA y 

peróxido de hidrógeno (Gudesblat et al., 2007). Encontramos que una mutante de A. 

thaliana expresando un ARNm antisentido contra mapK3, bajo el  promotor específico 

de estomas KST1, son menos sensibles al cierre de éstos en presencia de bacterias 

como E. coli o Xcc pero no al ABA (Fig. 5.11 A) indicando que  MPK3 participa en la 

señalización río abajo de patógenos en células de la guarda. Ya que el cierre de 

estomas por bacterias está mediado por PAMPs (Melotto et al., 2006) testeamos la 

capacidad del LPS para promover el cierre de estomas en mutantes mapK3. Se 

observó que estas mutantes,  poseen una menor respuesta de cierre,  ante LPS que 

las plantas silvestres (Fig. 5.11 B), mostrando que MPK3 interviene en la vía de 

señalización de la transducción de señales tras la activación por PAMPs. 

 

 

 
Figura 5.11: Mutantes en la MPK3 no responden ante la presencia de bacterias (A), 

LPS (B)o Xcc silvestre (C) y el extracto de Xcc silvestre(D). 
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5.10. MPK3 está involucrada en la señalización de la reversió n del cierre 

inducido por ABA por el factor de Xcc  

Como la mutante MPK3 es insensible al cierre inducido por bacterias y 

responde normalmente al ABA, estudiamos como es el comportamiento en presencia 

de   extractos de Xcc silvestre. 

A diferencia de lo que pasa en Arabidopsis Col-0, en la que las bacterias o el 

extracto de Xcc silvestre revierte el cierre de los estomas inducido por ABA, en las 

mutantes antisentido mapK3 células de Xcc (Fig. 4.7 C) o extractos no pudieron 

revertir el cierre de los estomas inducido por ABA (Fig. 5.11, D), demostrando que el 

efecto de el factor sintetizado por Xcc requiere de la  presencia de MPK3. 

 

 

5.11. Las plantas MPK3 antisentido son susceptibles a P. syringae cor- DC3118 

 

Si las plantas antisentido son incapaces de cerrar los estomas como respuesta 

a la presencia de bacterias, la coronatina no es necesaria para la infección exitosa de 

Pseudomonas. Cuando inoculamos esta mutante con la cepa DC3118 observamos 

efectivamente que las plantas MPK3 son más sensibles que las plantas silvestres a la 

mutante DC3118 (Fig. 5.12). 

 

 

 
Figura 5.12: La mutante antisentido MPK3 es sensible a la infecc ión por la mutante 

deficiente en la síntesis de coronatina.  Unidades formadoras de colonias (ufc) en 
Arabidopsis Wt. y mutantes MPK3 antisentido (AS3c) a las 2 h y 4 días  
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5.12. Conclusiones 
 

En este  capítulo intentamos aclarar el mecanismo de colonización endofitica a 

través de estomas por Xcc en Arabidopsis thaliana. Encontramos  que Xcc promueve 

el cierre estomático, pero es capaz de revertir el cierre en dos ecotipos diferentes de 

Arabidopsis, Ler y Col-0, lo cual le permite ingresar dentro de la hoja. Encontramos 

evidencias de que esta capacidad esta regulada por el sistema rpf/DSF debido a que 

las mutantes en los genes rpfF o rpfC son incapaces de revertir el cierre inducido por 

bacterias. Además, comprobamos que al igual que sucede en experimentos de 

infección en N. benthamiana, las altas concentraciones de DSF producidas por la 

mutante rpfC, inhiben la producción del factor responsable en la cepa silvestre de Xcc. 

Un factor presente en los extractos del sobrenadante de cultivo, es el 

responsable de la modulación de los movimientos estomáticos, revirtiendo el cierre 

inducido por E. coli, Xcc, y ABA, demostrando que este factor difunde al medio 

extracelular o es secretado. El hecho de que Xcc pueda revertir el cierre estomático 

provocado por ABA indica que inhibe un componente de señalización o efector, que no 

está exclusivamente  involucrado en la respuesta estomática a microorganismos.  

Los extractos de Xcc también inhiben el cierre inducido por ABA en una 

especie evolutivamente distante de Arabidopsis, Vicia faba, sugiriendo la presencia de 

un componente  de señalización evolutivamente conservado. Por otro lado, los 

extractos de Xcc no afectaron la inhibición de apertura estomática inducida por luz en 

Arabidopsis, o el arresto de la germinación inducidos en ambos casos por ABA, 

indicando que está actuando en una vía de señalización específicamente involucrada 

en el cierre de los estomas. 

Al evaluar la relevancia biológica del efecto del extracto en la infección por Xcc, 

los ensayos in vitro como in vivo muestran que las mutantes en el sistema de rpf/DSF 

son incapaces de moverse por los estomas y atravesar la epidermis. Estas mutantes 

recuperan la capacidad  de atravesarlos al incubarlas con extracto de la cepa silvestre, 

confirmando que el factor no es producido por las mutantes.   

  Las infecciones en plantas con la cepa mutante de Pst DC3118 cor--, incapaz 

de atravesar la epidermis por los estomas, muestra que el factor producido por la cepa 

silvestre de Xcc le permite recuperar su infectividad, mostrando que el factor 

responsable es relevante para el ingreso de las bacterias en la etapa  inicial de 

colonización del mesófilo de la hoja. 

Las plantas que expresan un RNA antisentido contra MPK3 bajo el control de 

KST1, un promotor específico de células de la guarda, no cierran sus estomas en 

respuesta a E. coli, Xcc o LPS, por lo tanto MPK3 actúa, río abajo de la activación de 
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los receptores PAMPs, en las células de la guarda como fue descripto anteriormente 

en protoplastos de mesófilo (Asai et al., 2002, Merkouropoulos & Shirsat, 2003). Y 

como es de esperarse la cepa Pst. cor- alcanza niveles similares de bacterias al 

infectar las plantas MPK3 antisentido dado que la coronatina es innecesaria para 

superar las defensas de estomas en esta planta. 

 

 

 

 

 

Figura 5.13: Modelo propuesto para la inhibición del cierre esto mático por Xcc . 

 

 

El hallazgo de que las plantas MPK3 antisentido, que muestran una respuesta 

de cierre en respuesta al ABA similar a las plantas silvestres excepto cuando el 

incremento de pH inducido por ABA es bloqueado con butirato de sodio (Gudesblat et 

al., 2007), pero son insensibles a la acción de los extractos de Xcc aporta una pista de 
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cual sería el mecanismo por el cual actúa el factor producido por Xcc. El mismo 

comportamiento ante ABA y butirato se vio en mutantes de A. thaliana en gpa1 que es 

la subunidad α de una proteína G (Wang et al., 2001), por lo tanto MPK3 y gpa1 

pueden estar actuando en el mismo sistema de señalización, cuya ausencia puede 

estar compensada por el incremento de pH inducido por ABA y probablemente por  

otros componentes de señalización (Wang et al., 2001). Esta compensación no 

funciona para todos los estímulos capaces de provocar el cierre de estomas, porque 

las líneas MPK3 antisentido son menos sensibles al H2O2 (Gudesblat et al., 2007), 

bacterias o LPS. Por lo tanto una posible explicación para la falta de sensibilidad al 

factor de Xcc por las líneas MPK3 antisentido, es que el factor actúe sobre un 

componente en la misma vía de señalización que MPK3 (Fig. 5.13), lo cual tiene 

mucho sentido dado que esta vía es absolutamente necesaria para la promoción de 

cierre inducido por bacterias. 

 En las líneas antisentido puede haber una compensación funcional por 

componentes redundantes de otras vías de señalización de ABA, las que compensan 

el cierre inducido por ABA mediado por MPK3, el cual se encuentra inactivo en estas 

plantas, provocando  un desvío que sortea el componente blanco del factor de Xcc, 

haciendo a las líneas MPK3 antisentido insensibles a la reversión del cierre inducido 

por ABA, provocada por el factor de Xcc. Este modelo predice una alta flexibilidad o 

capacidad de adaptarse de la red de señalización por ABA, que es consistente con los 

resultados obtenidos por modelado de señalización utilizando dynamic Boolean 

network (Li et al., 2006). 

Observaciones anteriores sugieren que MPK3 participa de la cascada de 

señalización rio abajo de la activación de PAMPs y H2O2  (Fig. 5.13) y es consistente 

con otras observaciones que vinculan PAMPs y elicitores de hongos con la formación 

de especies activas del O2 (ROS). Los elicitores de hongos inducen la síntesis de H2O2 

en células de la guarda (Lee et al., 1999b, Klusener et al., 2002a). Ya que MPK3 es 

activada en respuesta a H2O2 (Kovtun et al., 2000) y tanto PAMPs como ABA inducen 

la síntesis de H2O2 es concebible que ambos activen MPK3 para promover el cierre 

(Fig. 5.13). Por otro lado se propuso que GPA1 actúa río arriba de la producción de 

ROS en células de la guarda  y es requerida en la inhibición de apertura de estomas 

por flg22 en Arabidopsis (Zhang et al., 2008).  

El único factor de virulencia de bacterias con capacidad para modular cierre de 

estomas descripto hasta ahora es coronatina de Pst. Es muy poco probable que esta 

toxina sea producida por Xcc, porque las enzimas necesarias para su biosíntesis están 

codificados en un plásmido o cromosoma en pocos patovares de P. syringae (Young 

et al., 1992, Wang et al., 1999, Bender et al., 1999). Además, el factor de Xcc no 
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inhibe el crecimiento de la raíz  en A. thaliana, como se ha descripto para coronatina 

(Feys et al., 1994). La estructura del factor de virulencia presente en  extractos de Xcc 

se encuentra actualmente bajo investigación. Análisis preliminares de purificación 

mediante un tamiz molecular reveló que la actividad reside en una pequeña molécula 

de, 2.000 D. Esta molécula tiene una alta estabilidad térmica, porque la actividad 

desapareció sólo después de 1 h de incubación a 100 C○. 

Es bien sabido que para una colonización exitosa, las bacterias fitopatógenas 

han desarrollado mecanismos para eludir o socavar las defensas de las plantas (Ritter 

& Dangl, 1996, Jamir et al., 2004, Metz et al., 2005, Nomura et al., 2005, Abramovitch 

et al., 2006, Janjusevic et al., 2006, Nomura et al., 2006, Rigano et al., 2007). Se ha 

informado que muchos fitopatógenos entran a las hojas a través de los estomas, que 

han sido considerados a menudo como las puertas de entrada de patógenos en las 

hojas en forma pasiva. No obstante, es un hecho que las plantas de forma activa 

pueden cerrar los estomas en respuesta a los microorganismos, indicando claramente 

que los estomas pueden desempeñar un papel activo en la defensa contra los agentes 

patógenos. Por otra parte, la descripción de la toxinas fusicoccia, coronatina, y el 

factor que encontramos en Xcc, son capaces de desactivar la defensa de los estomas, 

lo cual sugiriere que, la modulación de la apertura de estomas en forma activa, podría 

ser una estrategia generalizada desarrollada por los fitopatógenos para desactivar la 

defensa de los estomas y poder entrar en la hoja a través de éstos. Identificar la 

naturaleza molecular del factor de Xcc. y su blanco de acción en la planta, no sólo 

podría arrojar luz sobre el mecanismo de regulación en células de la guarda, sino que 

también abriría la posibilidad para el diseño de cultivos resistentes a Xcc. 
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El objetivo general de esta tesis, fue ampliar el conocimiento de los diversos 

factores de virulencia, que le permiten a Xanthomonas desarrollar un proceso infectivo 

en la planta hospedadora. En particular, se utilizó en este estudio, Xanthomonas 

campestris pv. campestris (Xcc), un modelo de bacteria fitopatógena muy estudiado. 

Esta bacteria que ataca a las crucíferas en general, es un patógeno de la planta 

modelo Arabidopsis thaliana.  En nuestro laboratorio se introdujo un nuevo modelo de 

planta, Nicotiana benthamiana, que mostró ser muy útil en el trabajo de esta tesis. 

Algunos estudios se extendieron a Xanthomonas axonopodis pv. citri, un patógeno de 

gran importancia económica, por los daños que produce, sobre las plantaciones de 

cítricos.  

Estudiamos la capacidad que posee Xcc para desarrollar biopelículas o 

“biofilms”, su regulación y la importancia de estas estructuras durante la interacción de 

Xcc con N. benthamiana.  Las condiciones elegidas, para estudiar la capacidad de Xcc 

de desarrollar biofilms in vitro, fueron cultivos en un medio mínimo y sin agitación o 

estáticos, de manera que sean éstas lo más similares posibles a aquéllas que la 

bacteria encuentra en la naturaleza.  

La adhesión bacteriana se ensayó utilizando placas de poliestireno de base 

plana y tinción con cristal violeta, mientras que estudios más estructurales fueron 

efectuados utilizando un sistema de cámaras de cultivo con base de borosilicato de 1.5 

�m de espesor, que permitió visualizar con un microscopio confocal invertido la 

formación de estructuras tridimensionales. Para monitorear las bacterias durante el 

proceso, se les transfirió el plásmido pRU1319, que expresa la proteína verde 

fluorescente (GFP) o pMP4519 que codifica la proteína amarilla fluorescente (EYFP).  

Estos estudios fueron complementados con la cuantificación de ciertos parámetros del 

biofilm mediante un programa, el COMSTAT 2, que fue gentilmente cedido por Dr. 

Claus Sternberg, de la Universidad Técnica de Dinamarca.  

Los resultados obtenidos permitieron concluir, que la cepa silvestre crecida sin 

agitación y en un medio mínimo, fue capaz de generar estructuras tridimensionales del 

tipo biofilm. Estas estructuras son muy distintas a aquellas descriptas por el grupo del 

Dr. Max Dow. En condiciones de crecimiento diferentes, como es un medio rico, en 

presencia de 10% de ClNa (medio LB) y en agitación, la cepa silvestre 8004 creció de 

manera dispersa sin la formación de agregados, que si fueron observados cuando dos 

mutantes, rpfF y rpfC fueron expuestas a las mismas condiciones. Los agregados 

observados por el Dr. Max Dow (Dow et al., 2003) son completamente disímiles a los 

descriptos en esta tesis, siendo aquéllos mucho menos estructurados a los que 

nosotros describimos. 



114 
 

En nuestro caso, las estructuras de biofilms observadas, fueron desarrolladas 

por la cepa silvestre y no por las mutantes en los genes rpf, responsables de la 

síntesis y percepción de moléculas difusibles involucradas en la comunicación célula a 

célula o quórum sensing en Xanthomonas (Capitulo III, Fig. 3.7). Otra mutante, cepa 

gumB, afectada en la producción de xantano, el exopolisacárido producido por todas 

las Xanthomonas, tampoco fue capaz de desarrollar biofilm en similares condiciones, 

demostrando que este polímero es vital en el desarrollo de estas estructuras (Fig. 3.7). 

 

La utilización del programa COMSTAT 2 tuvo como objetivo obtener datos 

cuantitativos que nos permitan comparar, objetivamente, las imágenes obtenidas de 

las distintas cepas estudiadas. Se midieron 4 parámetros: biovolumen, que es una 

estimación directa de la biomasa; el espesor máximo que mide la altura alcanzada por 

el biofilm; la distancia de difusión promedio, que mide la distancia entre el centro del 

biofilm al medio de cultivo y la relación superficie/volumen, que indica la fracción del 

biofilm expuesto al medio. 

Los parámetros antes mecionados, indicaron que la cepa silvestre desarrollo 

una biomasa que en su mayoría forma parte de estructuras complejas del tipo biofilm. 

Las mutantes, en cambio, mostraron números muy inferiores a los de la cepa silvestre, 

indicando un crecimiento disperso, ya que éstas solo mostraron células individuales, 

asociadas a la base y sin una estructura organizada  (Fig. 3.9). Los datos del espesor 

del biofilm o altura del mismo, al igual que las distancias de difusión y la relación 

superficie/volumen, demuestran que la cepa silvestre forma estructuras maduras de 

biofilm, densas y compactas, y que las mutantes no poseen esa capacidad (Fig. 3.10, 

3.11 y 3.12).  

Las cepas mutadas rpfF, rpfC y gumB, fueron evaluadas en cuanto a su 

habilidad de producir síntomas en plantas de N. benthamiana, comparando a éstas 

con la cepa silvestre de Xcc 8004. Ninguna de las mutantes produjo daños en las 

hojas inoculadas como si los produjo la cepa 8004. Esto relaciona claramente, la 

capacidad de producir biofilm directamente con la patogenicidad, siendo estas 

estructuras un factor importante en el ciclo de vida de la bacteria y en el grado de 

virulencia de la misma (Fig. 3.19). 

Los estudios realizados, tanto en el desarrollo de biofilm como en la capacidad 

infectiva, utilizando combinaciones de cultivos, sobre las hojas de N. bentamiana, 

arrojaron dos conclusiones interesantes: la concentración de las moléculas señales 

(DSF) involucradas en la comunicación célula a célula, debe ser óptima, evidenciando 

una regulación muy fina tanto en la formación de biofilm como probablemente en la 

síntesis de otros factores de virulencia. Es interesante observar como la mutante rpfC, 
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en cuyo alrededor se acumulan importantes concentraciones de DSF, inhibe la 

capacidad de formar biofilm (Fig. 3.14 y 3.17) y de infección sobre la cepa 8004 (Fig. 

3.20), teniendo este resultado potenciales usos para un desarrollo biotecnológico para 

ser utilizado en el manejo de enfermedades  producidas por estas bacterias.   

La enfermedad de la Cancrosis de los cítricos es una enfermedad causada por 

la bacteria Xanthomonas axonopodis pv citri  (Xac), es altamente contagiosa, se 

disemina rápidamente y tiene un potencial de daño muy alto. Provoca defoliación, 

caída y/o lesiones en los frutos (que afectan su calidad comercial) y decadencia 

general de los árboles afectados. Los cítricos constituyen el principal cultivo frutal del 

mundo con una producción de más de 100 millones de toneladas por año (FAO 2006). 

La Argentina se ubica como el octavo productor mundial de cítricos. Esta actividad se 

concentra en el Noreste argentino, donde se produce fundamentalmente naranjas y 

mandarinas y en el Noroeste argentino, que produce limones y pomelos. La 

participación de la producción citrícola argentina con respecto al total mundial, es 

importante en el caso  del limón, ubicándose como el primer productor de esta fruta. 

Por este motivo decidimos transferir nuestro trabajo a Xac, utilizando como modelo la 

planta de limón.  

Para poder extrapolar los conocimientos adquiridos en Xcc a Xac, se desarrolló 

la tecnología para la disrupción de genes en Xac. Para comenzar, nos preguntamos si 

el grupo de genes rpf presente in Xac era funcional y si éste era relevante para que 

esta bacteria pueda desarrollar un ciclo de vida completo e infectivo. Para responder 

esta cuestión, se construyeron las mutantes en los genes rpfF y rpfC. Se evaluaron en 

estas mutantes la producción de factores de virulencia cuya síntesis están disminuidas 

en las mismas mutantes de Xcc. La reducción significativa en la síntesis de enzimas 

extracelulares, secretadas por el sistema de secreción tipo II, como son las enzimas 

endoglucanasa y proteasas, como así también en la síntesis del glucano cíclico, el 

xantano, y en el desarrollo de biofilm, demuestran que estos genes son funcionales o 

tienen clara influencia en la síntesis de estos factores (Fig. 4.3 y 4.6). Utilizando la 

cepa mutada rpfC de Xac, se pudo demostrar la presencia de moléculas DSF en 

extractos del sobrenadante de un cultivo de ésta. Estos fueron funcionales en Xcc, 

sugiriendo una estructura similar en ambas especies (Fig. 4.4). Ambas mutantes, rpfF 

y rpfC, mostraron reducción en su virulencia, lo que evidencia la importancia de la 

coordinación mediada por DSF en la síntesis de factores involucrados en la 

patogenicidad en Xac (Fig. 4.9 y 4.10).  

Finalmente, se considera que Xcc utiliza hidátodos y heridas como medios 

preferenciales de entrada en la hoja, pero también puede penetrar a través de 

estomas (Hugouvieux et al., 1998). Dado que los estomas son los poros más 
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abundantes en la superficie foliar, son posibles candidatos para actuar como una 

forma de entrada de agentes patógenos en la hoja. Durante la evolución los estomas, 

las plantas han adquirido la capacidad de responder no sólo a la evolución de la 

concentración de gases y a los estímulos internos como el ácido abscísico (ABA), sino 

también a la presencia de microorganismos en la superficie de la hoja. Los hongos 

producen elicitores como el ácido oligogalacturónico y quitosano que promueven el 

cierre estomático (Klusener et al., 2002b, Lee et al., 1999a) y, más recientemente, se 

ha demostrado que las bacterias también pueden promover cierre estomático a través 

de patrones moleculares asociado a patógeno (PAMPs), flagelina y lipopolisacárido 

(LPS). Por lo tanto, los estomas funcionan de manera eficaz como parte de la 

respuesta inmune innata de la planta (Melotto et al., 2006). 

Publicaciones recientes con patógenos como Pseudomonas syringae pv. 

tomato (Pst) cepa DC3000 han demostrado que pueden modular los movimientos 

estomáticos a través de la coronatina, una toxina producida por esta bacteria (Melotto 

et al., 2006). Por esta razón nosotros decidimos investigar si existe un mecanismo por 

el cual Xcc modula la apertura y cierre de los estomas, o pasa a través de ellos de 

manera pasiva, cuando las condiciones ambientales lo permitan.   

En esta tesis presentamos resultados que indican que Xcc posee la capacidad 

de influir en el comportamiento estomático, a través de un factor cuya síntesis está 

regulada por el sistema rpf/DSF. Tanto la cepa silvestre como un extracto del 

sobrenadante de un cultivo de ésta, fueron capaces de revertir el cierre estomático 

inducido por ella misma, por el lipopolisacárido (LPS) y por el ácido abscísico (ABA). 

Por el contrario, las mutantes rpfF o rpfC o sus respectivos extractos, no fueron 

capaces de revertir este cierre estomático (Capitulo V, Fig. 5.3, 5.4 y 5.11). El hecho 

de que este factor fue capaz de recuperar la virulencia de una mutante de Pst 

defectiva en la síntesis de coronatina, indica que es muy probable que el mismo sea 

un factor de virulencia requerido por Xanthomonas durante su proceso infectivo (Fig. 

5.9 y 5.10). 

En este trabajo de tesis, también presentamos evidencias que indican que la 

presencia de una quinasa activada por mitógenos 3 (MPK3) es necesaria para que 

medie entre las moléculas inductoras del cierre estomático, presentes en las bacterias, 

como ser LPS, y las células guardianas de los estomas (Fig. 5.11). 

La naturaleza química del factor sintetizado por Xanthomonas e involucrado en 

la supresión de la defensa estomática es aún desconocida. Resultados preliminares 

indican que se trataría de una molécula pequeña, menor a 2.000 D, ya que ésta es 

incluida en una columna de tamiz molecular, Bio-gel P2, que excluye moléculas con 

tamaños mayores a este peso. 
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Por lo antes expuesto, en esta tesis, hemos desarrollado estudios para 

incrementar el conocimiento que se posee, de la interacción patógena de dos especies 

diferentes de Xanthomonas con sus respectivas plantas hospedadoras. Hemos 

estudiado en detalle el biofilm desarrollado por ellas, demostrando que éste actúa 

como un importante factor de virulencia. El xantano resulto ser fundamental para el 

desarrollo estas estructuras. Finalmente, hemos demostrado, además, que Xcc actúa 

activamente durante la transición de la vida epifitica a la vida endofitica, sintetizando 

un factor que es dependiente de su propia densidad celular.  

Las líneas de trabajo desarrolladas en esta tesis, abren nuevas. En futuros 

trabajos se podrá determinar, por ejemplo, la estructura molecular del factor 

sintetizado por Xcc, evaluar si otras Xanthomonas poseen la capacidad de sintetizar 

este compuesto, e incluso desarrollar un estudio evolutivo que relacione a éste con la 

manera específica en que cada especie invade y produce síntomas en sus respectivos 

hospedadores. 
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