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Introduccion

La bacteriosis 0 Mancha Angular del algodén (MAA) es
una enfermedad causada por la bacteria Xanthomonas citri
subsp. malvacearum (Xcm), que se encuentra distribuida
en todas las zonas productoras de algodén del mundo,
causando importantes pérdidas del rendimiento en cultivares
susceptibles a la enfermedad. El patdgeno es capaz de
enfermar a la planta de algodén en cualquier estadio de su
desarrollo, y produce diferentes sintomatologias segin el
érgano vegetal afectado: MAA y necrosis de nervaduras en
hojas y bracteas, brazo negro en tallos y ramas, ademas de
lesion y podredumbre de capsulas. Sin embargo, debido a la
naturaleza hemibiotréfica del patégeno, el estadio inicial
de la enfermedad comienza como lesiones con apariencia
“mojada” o “htimeda”, es decir, manchas acuosas, tanto en
tejido foliar como en las capsulas. Amedida que la enfermedad
avanza y empeora, se produce la necrosis de las zonas
afectadas, bloqueando los vasos xilematicos y provocando asi
la posterior defoliacion y/o caida de las capsulas.

Las estrategias de manejo de la MAA alo largo del tiempo
han consistido en el uso de semillas deslintadas al 4cido, la
destruccién de rastrojos, la rotacién de diferentes cultivos
en las areas de siembra, y la utilizacién de variedades
resistentes a Xcm. Es por esto ultimo que un enfoque
sumamente importante de los programas o ensayos de
pre-mejoramiento y mejoramiento del algodén, hace
hincapié en la bisqueda de materiales genéticos que posean
resistencia o tolerancia a diversas cepas de Xcm, para evitar
la liberacién de variedades al mercado que puedan verse
afectadas por la MAA, repercautiendo asi en la rentabilidad
del cultivo.

Xcm es una bacteria que cambia su material genético
y evoluciona, volviéndose capaz de infectar una amplia
gama de variedades de algodén. A la actualidad, se han
identificado mas de 22 razas de Xcm, siendo de todas ellas,
la raza 18 considerada como una de las mas agresivas y
peligrosas para el sistema productivo algodonero mundial.
Actualmente, hay poca o nula informacién acerca de la
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variabilidad poblacional de Xcm en el sistema algodonero
provincial, problematica que debe abordarse para evaluar
el comportamiento del germoplasma disponible de algodén
y que permita su mejoramiento genético frente a las
diferentes razas de Xcm presentes en la zona.

Previamente, nuestro grupo de investigacién ha
identificado y aislado durante la campafia 2018/2019, 36
cepas bacterianas a partir de bochas y hojas con sintomas
de MAA, presentes en ciertos genotipos de algodén
susceptibles a la enfermedad (Lorenzini et al., 2019, APPA).

Elpresente trabajo busca sentar bases en el conocimiento
de la variabilidad genética del patdégeno en el sector
productivo algodonero del norte santafesino, al realizar
la caracterizacién molecular de aislamientos bacterianos
provenientes de érganos de algodén afectados por la MAA.
Los resultados presentados en este articulo formaron
parte del trabajo de tesina de grado para obtener el titulo
de Licenciado en Biotecnologia de Lorenzini, Fernando
(Directora: Dra. Roeschlin, Roxana; Co-director: Dr. Paytas,
Marcelo).

Objetivo

Caracterizar molecularmente aislamientos de la bacteria
Xcm, agente causal de la MAA, de manera de sentar bases
en el conocimiento de la diversidad de razas en el norte
santafesino.

Materiales y Metodos

Cepas bacterianas y material vegetal utilizados

Fueron utilizadas 36 cepas bacterianas aisladas de
tejido de algoddn de las variedades DP 50 y Poraite INTA,
mostrando sintomatologia de MAA tanto en bochas como
en hojas, durante la campafia 2018/19. Asimismo, fueron
utilizados cotiledones completamente expandidos de
algodén variedad DP 50 (susceptible a MAA), crecidos en
invernadero bajo condiciones semi-controladas.

Ensayos de patogenicidad en algodon susceptible a MAA
Colonias frescas (24-48 hs de crecimiento) de las
bacterias utilizadas fueron crecidas en medio de cultivo Agar
Nutritivo. Se prepararon suspensiones bacterianas, a partir
de las colonias crecidas, en una solucién 10 mM de MgCl2
estéril. Las suspensiones bacterianas fueron inoculadas en
la cara abaxial (inferior) de los cotiledones utilizando una
jeringa sin aguja. Las plantas inoculadas fueron mantenidas
en invernadero y monitoreadas durante 10 dias.

Caracterizacion molecular de los aislamientos

De manera de caracterizar molecularmente los
aislamientos, se realiz6 la amplificacién por PCR (del inglés,
Reaccion en Cadena de la Polimerasa) de una regién parcial
del gen lepA, conservado dentro del género Xanthomonas.
Los productos de PCR obtenidos fueron corroborados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Andlisis filogenético
Los productos de PCR obtenidos para el gen lepA fueron

enviados para su secuenciacién al servicio provisto por
Macrogen Inc (Corea). Una vez obtenidas las secuencias, las
mismas fueron alineadas con secuencias lepA de 219 cepas
de Xanthomonas de diversas especies utilizando el software
MAFFT, y se construyd un arbol filogenético utilizando el
software IQtree.

Resultados y Discusion

Ensayos de patogenicidad en algodon susceptible a MAA

Suspensiones de 36 aislamientos bacterianos, obtenidos
a partir de genotipos de algodén que presentaron sintomas
de MAA, fueron inoculados en cotiledones de algodén
susceptiblealaenfermedad (variedad DP 50) ymonitoreados
fenotipicamente a distintos dias post-inoculacién (dpi).
Los aislamientos 7 y 19 mostraron sintomatologia tipica
de MAA a partir de los 5 dpi en cotiledones, tal como se
muestra en la Figura 1.

Figura 1. Fenotipos de MAA generados al inocular la cara abaxial (inferior) de cotiledones de algodén variedad DP 50 con los aislamientos 7 y 19,
observados a diferentes dias post inoculacion (dpi). Las flechas blancas sefialan las zonas de MAA. Las lineas punteadas definen el drea de inoculacién.

Como control negativo (Control) se utilizé una solucién de MgCl2 10 mM.

Caracterizacion molecular de los aislamientos

Resulta de gran importancia conocer las razas de Xcm que circulan en nuestra region, para asi desarrollar las estrategias
biotecnolégicas de mejoramiento del cultivo de algodén que respondan a los estreses presentes. Actualmente, las
técnicas moleculares basadas en la utilizacién de la PCR, son metodologias simples y confiables aplicadas para estudios
de microbiologia, y particularmente ttiles para el diagnéstico de enfermedades bacterianas de plantas. Estos métodos
moleculares proporcionan cada vez mas niveles de discriminacién entre bacterias estrechamente relacionadas. La
amplificacién de una region parcial del gen lepA, conservado para Xanthomonas, permitié demostrar que los aislamientos 7
y 19, que provocaron sintomatologia de MAA en tejido de algodén susceptible a la enfermedad, pertenecen efectivamente
al género bacteriano mencionado, acorde a los productos de PCR obtenidos y analizados en gel de agarosa al 1% (Figura 2).
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Andlisis filogenético

Para determinar a qué grupo de bacterias pertenecen
los aislamientos obtenidos, fue necesario compararlos
genéticamente con una base de datos de organismos
bacterianos similares que permita clasificarlos y
agruparlos. Para ello, se realizéd un analisis filogenético
de las secuencias de lepA de 219 cepas presentes en un
banco de datos genéticos de bacterias pertenecientes al
género Xanthomonas, y se las compar6 con las secuencias
obtenidas de los aislamientos 7 y 19. Este analisis clasifico
a las 219 secuencias analizadas en 8 grandes especies y
subespecies dentro del género Xanthomonas. Las cepas
en estudio (cepas 7 y 19) fueron agrupadas junto con

Figura 2. Caracterizacién molecular de los aislamientos bacterianos 7y 19, aislamientos pertenecientes a Xcm, confirmando que las
mediante la amplificacién de una region parcial del gen lepA. La flecha blanca !

indica los productos de PCR de lepA de aproximadamente 9oo pb. “~“ control ~ ismas pertenecen efectivamente al grupo de patégenos
negativo. “mm”: marcador de masa molecular Ladder 100pb precision. productores de MAA (Figura 3A).

XeitrimalvacearumMS14003 <=
XcitrimalvacearumXcmH1005
XcitrimalvacearumATCC 14982
XcitrimalvacearumMSCT =
XcitrimalvacearumARS1009
XanthomonascitrimalvacearumX18 =
XanthomonascitrimalvacearumstrGSPB1386race18 b=
PoraiteINTAT =

DP5019 ==

Figura 3. Andlisis filogenético de los aislamientos de bacterianos obtenidos en este trabajo. A: Arbol filogenético completo con el total de secuencias
analizadas, el cual fue construido basado en las secuencias parciales de lepA de 219 cepas diferentes de Xanthomonas y las 2 cepas en estudio del presente
trabajo. Los programas MAFFT e IQTree fueron utilizados para el alineamiento y la construccién del drbol, respectivamente. Xa: Xanthomonas alfalfae;
Xap: Xanthomonas axonopodis pv. punicae; Xaph: Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli; Xc: Xanthomonas campestris; Xcc: Xanthomonas citri subsp.
citri; Xem: Xanthomonas citri subsp. malvacearum; Xf: Xanthomonas fuscans; Xoo: Xanthomonas oryzae pv. oryzae. B: Subgrupo perteneciente a Xcm en
el cual fueron agrupadas las secuencias lepA de las cepas 7y 19. Las flechas rojas sefialan las cepas en estudio (PoraiteINTA7: Cepa 7; DP5019: Cepa 19).
Las flechas verdes sefialan cepas de Xcm pertenecientes a la raza 18.

Esnecesariorecalcar que como se observaen la Figura 3B, las secuencias obtenidas delas cepas 7y 19 fueron sub-agrupadas
dentro del grupo de las Xcm junto con otras cepas, algunas pertenecientes a la raza 18. Sin embargo, se desconoce la raza a
la cual pertenecen las demas bacterias agrupadas junto a las cepas en estudio. Con el fin de corroborar de manera precisa a
qué raza pertenecerian los aislamientos 7 y 19 de Xcm obtenidos, serd necesario un estudio filogenético de mayor amplitud,
utilizando la secuencia de dos o mas genes conservados y, en simultaneo, la utilizacién de ensayos de patogenicidad en
materiales vegetales de algodén que presenten diferentes genes de resistencia a las diversas razas de Xcm.

Conclusiones

Se realizé la caracterizacion molecular de dos cepas de Xcm obtenidas mediante el aislamiento de tejido infectado de
MAA durante la campafia 2018/19. La caracterizacién molecular, junto con el analisis filogenético realizado, permitieron
demostrar que las cepas 7 y 19 de la coleccién de aislamientos obtenida, pertenecen efectivamente al grupo de las Xcm,
agente causal de la MAA. A su vez, las cepas fueron sub-agrupadas dentro de un sub-grupo junto con algunas cepas
pertenecientes a la raza 18 de Xcm, sugiriendo que las cepas en estudio podrian pertenecer a dicha raza bacteriana.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo presentan una base de valioso interés para el programa de mejoramiento
genético del cultivo de algoddn, con enfoque en caracteristicas fitosanitarias de las variedades utilizadas, en relacién a
Xanthomonas citri subsp. malvacearum, agente causal de la mancha angular en algodén.
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Desde ICAC proponen aclarar estas

"VERDADES"

sobre el algodon

ICAC estima que una sola tonelada de algodén proporciona empleo
durante todo el afio para 5 o 6 personas, a menudo en algunos de los
lugares mds empobrecidos de la tierra.

El algoddn ocupa solo el 3% de la superficie agricola del mundo, pero
satisface el 27% de las necesidades textiles del mundo. jEso esta
haciendo que tu fibra valga la pena! A nivel mundial, el uso de la tierra
del algoddn se ha mantenido relativamente constante en los dltimos
50 afos, pero el volumen de fibra producida ha aumentado.

iEl algoddn se usa para hacer mucho mds que tela cémoda! Una tonelada
de semillas de algodén produce alrededor de 145 kilos de aceite, que
se pueden usar para cocinar, cosméticos y jabdn, entre otras cosas,
mientras que la harina y el pellets de semillas de algoddn se pueden
usar como alimento para animales y fertilizante.

El algoddn es una xerofita, una planta que requiere muy poca agua para
crecer. Basicamente es un cultivo del desierto, con un sistema de raices
profundas que es ideal para climas aridos. Una planta de algoddn
necesita agua en momentos criticos durante su crecimiento para produ-
cir un buen rendimiento, pero la mayoria de las veces, jla lluvia estacio-
nal (a veces asistida por riego) es todo lo que necesita el algodén!

¢El algodén orgénico ofrece mejor calidad que el algodén convencional?
En una palabra: No. Hay muchos factores que pueden afectar la calidad
del algodén, pero si se cultiva de manera organica o convencional no
estd entre ellos.

camisetas para hombres, 3.000 pafiales, 130.000 billetes de $100,
300.000 bolas de algoddén jTambién se puede usar para hacer filtros de
café, jabdn, aderezos para ensaladas, carpas, encuadernaciones de
libros, redes de pesca y cosméticos!

¢Qué puedes hacer con 100 kg de algodén? 100 pares de jeans, 550 6




