Resistencia a cobre de cepas espafiolas de Xanthomonas spp.

Isabel M® Berruete!,José Luis Palomo?, Jorge Iribarren?, Jaime Cubero3®, Ana Palacio-Bielsa'

IDpto. Sistemas Agricolas, Forestales y Medio Ambiente, Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon, Instituto
Agroalimentario de Aragon-IA2 (CITA-Universidad de Zaragoza). Zaragoza. E-mail: apalaciob@aragon.es

2Centro Regional de Diagnéstico Junta de Castilla y Ledn. Aldearrubia, Salamanca

3Dpto. Proteccion Vegetal, Laboratorio de Bacteriologia, Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria
(INIA/CSCIC). Madrid

—— S ot e XANTHERWC
\Nc‘ta \@éz T | DL o \ { ’
. b . i
INTRODUCCION

El control de las bacteriosis de plantas se basa fundamentalmente en la aplicacién de compuestos cdpricos. Sin embargo, es habitual la aparicién de cepas
resistentes, lo que compromete la eficacia de los tratamientos. Se ha evaluado la resistencia a cobre mediante ensayos in vitro, andlisis de PCR y
estudios del genoma de una coleccién de cepas espaiiolas de especies bacterianas responsables de importantes dafios en cultivos de relevancia econémica,
como son Xanthomonas arboricola pv. pruni (Xap) (mancha bacteriana de Prunus spp.): X. arboricola pv. juglandis (Xaj) (mancha negra del nogal): y
Xanthomonas causantes de la sarna del pimiento y tomate (Xv): X. euvesicatoria pv. euvesicatoria y X. vesicatoria, que fueron aisladas en distintas dreas
geogrdficas entre los afios 1978 y 2022.

MATERIALES Y METODOS

Se ha evaluado la resistencia a cobre in vitro de 42 cepas espafiolas de Xap, 16 cepas de Xaj y 34 cepas de
Xv. Las suspensiones bacterianas (10 ul), con o sin un paso de preinduccion (12 h en Agar Nutritivo
suplementado con 0.8 yM CuS0O,.5H,0), se depositaron por triplicado en medio MGY suplementado con 0,4: 0,6:
0,8:1,2:1,6; 2,4y 3,2 mM CuSO,.5H,0, se incubaron a 25°C durante 96h y se observé su crecimiento. En los
ensayos se incluyeron cepas conocidas resistentes a cobre (Cu?) y sensibles (Cu®) como controles.

Las cepas se identificaron como CuR cuando crecian a 20,8 mM CuSO,.5H,0 (Behlau et al. 2013). El crecimiento
de las cepas se clasificoé como confluyente (uniforme), débil (irregular o incompleto) o negativo (ausencia de
crecimiento) (Fig. 1).

Se ha analizado mediante PCR la presencia del grupo de genes de resistencia a cobre copLAB (Behlau et al.
2012).

La presencia de los genes copl, copA, copB, copM, cop6, copC, copD y copF ha sido evaluada en cuatro ||
genomas completos de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria y X. vesicatoria, asi como en ocho secuencias
preliminares (drafts) obtenidas durante el proyecto, y en cinco secuencias completas de X. arboricola cuyos
genomas habian sido previamente secuenciados por el grupo. El mapeo de los genes se realizé mediante BLASTn
y el software Geneious Prime, utilizando una base de datos de genes de resistencia a cobre creada
especificamente para este andlisis. Ademds, se incluyeron las secuencias de dos genomas de X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria y X. vesicatoria de cepas identificadas por otros autores como resistentes al cobre, disponibles en

bases de datos.

Tabla 1. Resistencia a cobre in vitro y determinantes genéticos de cepas de Xap, Xaj y RESULTADOS
Xv

1: confluyente: 2: débil: 3: negativo

+ Se ha determinado la idoneidad de realizar un paso previo de preinduccién,
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|| “ Todas las cepas crecieron a una concentraciéon 0.8 mM de CuSO,.5H,0,
por lo que se considerarian como resistentes a cobre (Tabla 1).

“ Los andlisis mediante PCR indicaron que solo tres de las cepas contienen el
grupo de genes copLAB (Tabla 1).

| De las cepas analizadas, solo una de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria
contenia todos los genes de resistencia a cobre presentes en las cepas de
referencia utilizadas. En el resto de las cepas, solo se detectaron
secuencias parciales de los genes copA y copB.
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CONCLUSIONES

Se ha puesto a punto la metodologia para la evaluacién in vitro de la resistencia a cobre considerando variables determinantes, como el efecto de un paso previo de
preinduccién para la expresion de posibles genes de resistencia, y la concentracion ptima de las suspensiones bacterianas.

v Todas las cepas espafiolas analizadas in vitro serian resistentes a cobre, lo que podria comprometer la eficacia de los tratamientos cipricos en nuestros cultivos contra Xap.
Xaj y Xv.
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+ Unicamente tres de las cepas fueron positivas por PCR para el grupo de genes copLAB. La discrepancia entre los resultados ob in vitro y PCR podria ser
debida a la existencia de otros genes de resistencia a cobre distintos. Estd previsto el estudio mediante PCR de otros posibles determinantes de resistencia descritos en la
bibliografia.

v Se ha estudiado la presencia del grupo de genes de resistencia a cobre copLABMGCDF en una seleccién de cepas, y solo una de ellas contenia todos los genes. Actualmente, se
estdn realizando andlisis genémicos adicionales con otros genes descritos que confieren resistencia en bacterias, y se estdn repitiendo los andlisis a nivel de proteina.

v Los genes de resistencia a cobre estdn mayoritari t d ldsmidos, cuya transferencia horizontal puede contribuir a la seleccién de poblaciones bacterianas
resistentes a tratamientos clpricos continuados en el tiempo (Behlau et al. 2012; Stall et al. 1986). Un mejor imiento de los i de resistencia y su evolucién en
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cepas spp. contribuird a disefiar programas de control de enfer mds a través de una aplicacién de cobre

mds racional y eficiente.

hlau et al. 2012. Eur. J. Plant Pathol. 133: 949-963: Behlau et al. 2013. Phytopathology 103: 409-418; Stall et al. 1986. Phy 76: 240-243.
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