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RESUMEN 

Xanthomonas citri pv. Citri (Xcc) es uno de los principales problemas sanitarios 
para la producción mundial de cítricos, y una amenaza para los cultivos de la Unión 
Europea. Grandes cantidades de distintos tipos de cítricos se pierden cada año debido a 
los daños producidos por esta bacteria La lucha química mediante compuestos a base de 
cobre es uno de los métodos incluidos en la lucha integrada contra la enfermedad, 
utilizados cuando la erradicación completa de la enfermedad ya no es posible.( Behlauet 
al.,  2007) Descrita por primera vez en América del sur en los años 1990, y en isla 
Reunión en 2015, la resistencia al cobre de Xcc supone un problema para combatir la 
enfermedad, debido, a que los principales compuestos utilizados, así como los que más 
efectivos resultaban, contenían cobre como elemento principal. En Argentina se llevó a 
cabo el análisis de una cepa de Xccel cual puso de manifiesto, que esta resistencia se 
encontraba en el ADN y que provenía principalmente de tres genes, estos son los genes 
cop LAB, que se encuentran presentes en un plásmido de su ADN.  (Behlau et al., 2012 
y 2013). 

Una de las principales hipótesis planteadas, sobre como llegaron esos genes al 
ADN de Xanthomonas y motivo por el cual se ha realizado esta investigación es la que 
este plásmido haya cruzado por transferencia horizontal desde otra bacteria que también 
se encuentre presente en la microflora de cultivos afectados 
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ABSTRACT 

Xanthomonas citri pv. citri (Xcc) is one of the principal sanitary problems for the 
citric world production, and also a menace for the European Union corps. A huge 
amount of different types of citrus are lost every single year due to the damage this 
bacteria causes. Chemical battle with copper derivate compounds is one of the options 
in the whole fight when the total eradication is already not possible. (Behlauet al.,  
2007) 

Described by first time in South America in the 90´s decade, and  in Reunion 
Island in 2015, copper resistance of Xcc is a problem when fighting this disease,because 
the main compounds used, and also the most effectives, where made a base of copper. 
One souche of Xcc have been analyzed in Argentina and it´s been found that the copper 
resistance was located in de DNA and that it comes from 3 genes. These were named 
the genes cop LAB, which are found in a DNA plasmid of the bacteria (Behlau et al., 
2012 2013).  

One of the main hypothesis, about how did these genes getinto de Xanthomonas 
DNA and also the propose of this study is that this plasmid could have been gave by 
horizontal transference from another bacteria witch should also be present in the 
microflora of the affected corps. 

 

 

 

 
  



1. I

1.

El
consi
conti
nacio
repre
(inclu

Xa
Xant
plant
inter
ejem
limón
mand
.,200

Xc
perte
respo
cítric
Morf
con 
aerob
produ
circu
cuan
con g

1.

El
bacte
famil
2002

Xc
resul

 

INTROD

.1. Xantho

l aumento 
iderablemen
inente en ot
onal e intern
esenta una d
uyendo a L

Xanthomonas
thomonadac
tas. Es un g
és económi

mplo, el 
n, algodó
dioca y la s
04) 

Xcc  es
eneciente 
onsable del
cos 
fológicamen
flagelo pola
bio estrict
uce colon

ulares, de 
ndo se cult
glucosa. (Gr

 

 

.2. EL CH

l chancro d
eriana de or
lia de las R

2) 

Xcc produce 
ltan morfoló

DUCCIÓ

omonas ci

masivo de
nte el riesg
tro(Gottwal
nacional. (M
de las amen
a Reunión) 

s pertenec
ceae, de la 
género de b
ico.  Esta b
pimiento, 

ón, tomat
soja (Graham

s una 
a esta f
l chancro 
(Figura 
nte es una G
ar, y metab
to. Su s

nias amari
aspecto m

tiva sobre 
raham et al

HANCRO

de los cítric
rigen asiátic

Rutáceas y es

síntomas s
ógicamente

ÓN 

itri 

e los viajes
go de intro
ld et al.,  20
Muraro et a
nazas más 
(Gottwald 

ce a un 
cual, gran 
bacterias m
bacteria pue

arroz, 
te, la 
m et al 

especie 
familia, 
de los 

1). 
Gram -, 
bolismo 
siembra 
llas y 
mucoso 
medios 
.,  2001)) 

 DE LOS

cos, o chan
co. Esta enf
specialment

sobre todos 
e apreciable

cítricos 

s internacio
ducción e 
002) Estas 

al.,  2000)  E
significativ
et al.,  2002

género 
cantidad de

muy estudiad
ede infectar

 

S CÍTRIC

ncro asiátic
fermedad af
te a los cítri

los órgano
s en las hoj

Figura 1: Fr
(Gottwald et

onales y el
invasión de
invasiones 
En lo que c

vas en zona
2)) 

de proteo
e especies c
do, que afe
r gran canti

COS 

co de los c
fecta princip
icos del gén

osaéreos de 
ojas, tallos, 

ruto y hojas 
t al.,  2002)

l comercio 
e organismo
pueden afe

concierne a 
s tropicales

obacterias 
causan enfe
cta a nume
idad de cul

cítricos, es 
palmente a 
nero Citrus 

la planta, y
espinas y f

de pomelo a

han aumen
os de un p

ectar el com
los cítricos

s y subtropi

de la fa
ermedades e
erosas plant
ltivos, com

una enferm
las plantas 
(Gottwald e

y estos sínt
frutos (Timm

afectados por

9 

ntado 
país o 
mercio 
s, Xcc 
icales 

amilia 
en las 
tas de 
o por 

medad 
de la 

et al., 

tomas 
meret 

r el chancro dde los 



al.,  
milím
pequ
son v
cráte
Yagu
tanto
árbol
el fru
perde
2004

Xc
todav
cual 

todav
por l
largo
prov
de la
cítric

travé

 

1996). Sob
metros prin
ueñas pústul
visibles sob

er. También
uchi 1979) 
o sobre la c
l antes de su
uto infectad
ería la calid

4) 

Xcc puede 
víaestánjóve
desarrolla r

, 

 

 

 

 

De la mi
vía se encue
los estomas
o del desarr
ocadas por 
as ramas e
cos (Phylloc

Figura2
és del estom

bre las hoj
ncipalmente 
las ligerame
bre ambas c
n se observ
El chancro

calidad com
u madurez 

do se queda 
dad visual, 

infectar lo
enes pero c
resistencia a

isma maner
entran inma

s.Los cítrico
rollo de la 
espinas (Fig
n las époc
cnistis citrel

2: Estoma a
ma (Gottwal

jas aparece
visibles en

ente abomba
caras de las
va un halo

o bacteriano
mo sobre el 

óptima cua
sobre el árb
la cual es e

s estomas 
cuando está
a la infecció

ra cuando l
aduros y ce
os pueden i

planta(McL
gura 4), ope
as de vien
lla) (figura 

abierto infec
d et al.,  20

n manchas 
n la cara in
adas. (Gottw
s hojas, pre
o amarillo 
o de los cítr
rendimiento
ndo la enfe
bol, este po
esencial par

de los cít
án madurao
ónestomatal

los tejidos t
errados, volv
nfectarse so
Lean.et al.,
eraciones de
to, o insec
5). (Gottwa

ctado por b
02) 

aceitosas 
nferior del 
wald et al., 
esentando c
alrededor d

ricos tiene 
o de los fru

ermedad está
odría conser
ra la comer

tricos cuan
s, se forma
 (figuras 2 y

todavíaestán
viendo muy
obre las les
,  2000) . 
e mantenim

ctos, como 
ald et al.,  2

acterias y F

circulares d
limbo, que
 2002) Desp

color amaril
de las lesi
a la vez, un
utos. Los fr
á en una eta
rvar la calid
rcialización.

ndo los ór
a una cutícu
y 3)(McLea

n muy jóve
y difícil la i
siones que s
Estas herid

miento de los
la mimosa
002)) 

Figura 3: B

de uno a v
 evoluciona
pués las les
llo y dejand
ones (Goto
n fuerte im
rutos se cae
apa avanzad
dad interior,
. (Graham e

rganos vege
ula protecto
an.et al.,  20

nes, los est
infección na
se producen
das pueden 
s árboles, el

a asiática d

Bacterias en

10 

varios 
an en 
siones 
do un 
o and 

mpacto 
en del 
da. Si 
, pero 
et al.,  

etales 
ora, la 
000)  

tomas 
atural 
n a lo 

estar 
l roce 

de los 

ntrando a 



trans
disem
pene
máxi
ciclo
princ

dejad

 

La dispe
sporte  por 
minación d
tración de 
imas de dis

ones particu
cipalmente d

 

 

 

 

 

Figura 
dos por la m

Figura 6

ersión natu
el viento (f

de árbol en
la bacteria

seminación 
ularmente i
de causas hu

4 Hojas co
mimosa asiá

: Ciclo de p

ural de Xcc
figura 6). V
n árbol en
a y aumenta

natural, ab
intensos. L
umanas. (G

on heridas 
ática con y s

propagación

c  se efect
Vientos de r
n los cultiv
an las dista
arcan varia

La disemina
Graham et al

infectadas 
sin infección

n de la enfer

túa a travé
ráfagas sup
vos. Viento
ancias de d
s decenas d
ación a gr
l.,2004) 

por Xcc y
n (Gottwald

rmedad (Go

s de la llu
eriores a 8 

os superior
diseminació
de kilómetr
randes dista

y Figura 5
d et al.,  200

ottwald et al

uvia y med
m/s permit

es favorece
ón.Las dista
os en el ca
ancias, pro

5 Surcos 
02) 

l.,  2002) 

11 

diante 
ten la 
en la 
ancias 
aso de 
ocede, 



1.

resul
detec
debid
máxi
de cu
en lo
inspe
vient
mate
prim
próxi
árbol
errad
debid
.,200

varia
difer
fisiol
sensi
análi
sigui

chan
destr
que 

patóg
cultiv

 

 

 

.3. IDENT

 

Identific

A pesar 
ltan una ide
cción tardía
do a los cua
imo posible
ultivos en a
os cuales la
eccionar los
to. La inspe
erial vegeta

mera infecció
imos, en un
l se encuen
dicadas, deb
do a que es
02) 

Tipos de

Se obser
antes de la
rencias entre
lógicas y cu
ibilidad a
isis.(Hartun
ientes: 

 

Chancro
ncro de lo
ructiva, es 

causan el

genas de la
van  

TIFICAC

cación en ca

de que los
entificación
a supone qu
al, solo se p
e.  Los plan
quellos país

a cuarentena
s límites de 
ección cons
al sospechos
ón se debe
n radio de 

ntra graveme
ben limpiar
s posible qu

e chancro:

rvan distin
a bacteria. 
e unos tipos
ulturales, ho
a bacterió

ng, 1992.). E

o A (asiátic
s cítricos 
causada po

l Chancro 

a mayoría d

ION Y C

ampo: 

s síntomas 
n fiable de 
ue la erradi
podrá intent
nes de mues
ses donde lo
a ha sido im
la plantació
tante ayuda
so debe se
 comenzar 
seguridad, 
ente afectad
rse. La zon

ue la bacteri

: 

ntos tipos d
Los síntom

s y otros se 
omólogos d
ófagos y 
Estos tipos 

co): Es la fo
más exten

or Xcc. La
de tipo 

de cítricos

ONTROL

dejados po
la presencia
icación se v
tar, llegado
streo estadí
os métodos
mpuesta. (G
ón, sobre to
a a la detenc
r enviado 
inmediatam

que puede 
do. Los arb
na debe po
ia continúe 

de Chancro
mas suelen 
basan en el
el ADN 

otros 
son los 

orma del 
ndida y 
as cepas 
A, son 

que se 

F
e
a

L DE LA 

or la bacter
a de la enf
va a ver pr
s a este pun
ístico son u

de erradica
Graham et a
odo las zona
ción precoz
a laborator
mente a la 
llegar a en
oles deben 

onerse inme
presente en

os causados
ser simila

l rango de h

Figura 7: L
el chancro 
al.,  2002)

ENFERM

ria en hojas
fermedad en
rácticamente
nto, reducir 

utilizados pa
ación son ll
al., 2004).E
as sobre las
z de la enfer
rio. Cuando
eliminación

ntre 550 y 6
ser inciner

ediatamente
n el cultivo

s por diver
ares, debido
hospedadore

Limones in
de tipo B 

MEDAD 

s, tallos y f
n el cultivo
e imposibil
su incidenc

ara la inspe
evados a ca

Es recomen
s cuales inci
rmedad. To

o se detecta
n de los ar
600 m cuan
ados y las z

e en cuaren
. (Gottwald

rsos patova
o a lo cua
es, caracterí

nfectados co
(Gottwald 

12 

frutos 
o, una 
itada, 
cia lo 

ección 
abo, y 
ndable 
ide el 

odo el 
a una 
rboles 
ndo el 
zonas 
ntena, 
d et al 

ares y 
al, las 
sticas 

on 
et 



13 

 

Chancros A* y Aw: Estas cepas se encuentran principalmente en Asia. Estas 
cepas afectan únicamente a la lima mejicana (Citrus aurantifolia) y especies cercanas, 
su incidencia global está, por lo tanto, limitada.Aunasí, las limas mejicanas infectadas 
con la cepa A* pueden presentar síntomas muy severos.  

Chancro B: Causado por Xanthomonas citri pv. aurantifolii , este tipo es típico 
en América del sur. Su rango de infección es más amplio que los chancros A* y Aw, 
afectando también a naranjos y pomelos. Su incidencia es muy débil, y han llegado a 
estar una veintena de años sin aparecer en los cultivos. Las cepas de Chancro B pueden 
ser fácilmente diferenciadas del chancro A (Figura 7)  

Chancro C: Causado también por Xanthomonas citri pv. aurantifolii, pero más 
limitado a la lima mejicana o brasileña. Tiene poca repercusióneconómica. (Gottwald et 
al.,  2002.) 

 

Control: 

En los países los cuales están libres del chancro de los cítricos o bien este ha 
sido erradicado, se establecen medidas de cuarentena de modo que se prevenga la 
introducción y asentamiento de  Xanthomonas. citri  pv. citri.(Graham et al.,  2004) 

Se han utilizado numerosas métodos para intentar luchar contra esta enfermedad, 
pero resulta difícil controlarla cuando ya ha comenzado a propagarse (Behlauet al.,  
2007).  Para realizar un control lo más eficaz posible, en caso de que la enfermedad 
todavía no se encuentre presente en el país, la primea medida, será siempre la 
prevención. Para prevenir la entrada de la bacteria hace falta establecer las medidas de 
cuarentena necesarias que prevengan de la entrada de cítricos provenientes de países 
extranjeros infectados. La aplicación de restricciones sobre la importación de frutas 
provenientes de zonas infectadas se encuentra regulada por la Unión Europea (Graham 
et al.,  2004) 

En la región donde Xcc es endémica, la erradicación resulta imposible y la lucha 
reposa sobre una estrategia integrada de: plantación de cítricos sanos, riego por goteo, 
mallas, corta vientos,  variedades poco sensibles (mandarina y algunas variedades de 
naranja) , eliminación física de lo inóculos y buena aireación de los arboles por las 
operaciones de poda y tratamientos a base de cobre (o de antibióticos, en ciertos países) 
(Figura 8) (Behlauet al.,  2007) 
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Un gran número de bacterias saprofitas CuR se encontraron en EEUU en cultivos 
de cítricos intensamente tratados con cobre (Behlau et al., 2012). Por contra, solo una 
bacteria taxonómicamente próxima a Xanthomonas, Stenotrophomonas maltophilia, 
posee en su genoma los genes cop, homólogos de los presentes Xcc. (Behlau et al.,  
2013) 

Para la identificación de las cepas CuR se realiza principalmente una 
amplificación de los genes por PCR a partir de tres pares de cebadores, los cuales 
presentan los tres genes copprincipales. Los cebadores copA (870pb), copB (531pb) et 
copL (356pb) se utilizan para la identificación de cepas CuR y CuS sobre distintos tipos 
de bacterias. En el caso de las bacterias CuS no se produce amplificación del ADN. La 
organización básica de los genes cop se describe en la figura 11 (Behlau et al.,  2013) 

 

2. OBJETIVOS: 

Este proyecto perseguía 3 objetivos principales: 

-Poner en evidencia la resistencia al cobre mediante PCR, y determinar su 
prevalencia. Para todas las colonias saprofitas resistentes al cobre hizo falta buscar la 
presencia de los genes cop y determinar la frecuencia de bacterias resistentes que 
presenten los genes. 

-Estimación de la población bacteriana saprofita resistente al cobre y su 
identificación por la técnica MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization-- Time-Of-Flight). 

Figura 11: A: Posición y tamaño de los genes cop en Xcc cepa A44 

B: Diferencias entre el gen copB de tres especies distintas de Xanthomonas (Behlauet 
al.,  2013) 
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-Buscar los genes implicados en la resistencia al cobre de Xcc  sobre la 
microflora bacteriana de los cítricos. También hizo falta aislar las diferentes colonias de 
Xcc y encontrar si presentan o no genes cop y con qué frecuencia 

 

3. MATERIAL Y METODOS 

 

3.1. Recolección de muestras afectadas 

 

Se tomaron como muestras para analizar varias hojas de cítricos de dos cultivos 
donde se sabía que la enfermedad estaba presente. 

-La primera muestra se tomó de un cultivo de combava (Citrus hystrix)  

- La segunda se tomó de un cultivo de tangor, un híbrido entre Citrus sinensis 
yCitrus reticulata. 

De cada cultivo, se tomaron 5 lotes de 25 hojas sin síntomas cada uno, también 
se tomaron 80 hojas las cuales presentaban los síntomas del chancro de los cítricos 

 

3.2. Preparación de los medios de cultivo 

 

Se prepararon medios específicos para distintos objetivos, por un lado se 
deseaba aislar las bacterias saprofitas resistentes al cobre que se encontrasen sobre las 
hojas sanas y, por el otro lado, las colonias de Xcc  que se encontrasen en hojas 
contaminadas. 

El medio de cultivo utilizado para aislar Xcc fue un agar LPGA que estaba 
compuesto de: levadura (7g/l ), pastone (7g/l ), glucosa (7g/l), agar (18g/l) y NaOH 1N 
(3,3ml/l). Además se le añadieron dos antibióticos: Kasugamycin(20mg/l) y 
Cephalexine(40mg/l) con el fin de obtener un medio semiselectivo que permitiera aislar 
Xcc 

Para las bacterias saprofitas, se realizaron varios medios de cultivo de LPGA, 
con distintas concentraciones de cobre. Se aplicaron dosis de 150, 200,250 y 300 ppm 
de cobre con  el objetivo de conocer que medio era el más adecuado para el crecimiento 
de bacterias resistentes al cobre (CuR).  Después se seleccionaron las concentraciones de 
200, 250, y 300 de los cultivos combava y solo el medio con 300ppm para el de tangor.  
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Para las bacterias saprofitas se utilizó también un medio de cultivo CYE+cobre 
(0.1% de pastone, 0,0035%  de extracto de levadura, 2ml/l de glicerol y 15g/l de agar y 
64mg/l de CuSo4. 

 

3.3. Preparación de la solución de siembra 

Xcc:Trituración   de 1cm2  de hojas con síntomas sobre 1ml de tampón TRIS 
(trishidroximetilaminometano) a pH 7,2y después  siembra sobre el medio e incubación 
durante 72h a 28ºC  

Saprofitas: Cada grupo de hojas sin síntomas se trituró y se mezcló con 500ml 
de TRIS (20ml por hoja). Después se sembraron la solución pura, una dilución en 10 
partes, y una solución 10 veces concentrada. 

 

3.4. Extracción del ADN y PCR 

 

Extracción de ADN mediante choque térmico: 

Un asa de siembra coge 1µl de bacterias y se disuelve en 1ml de tampón TRIS; 
se calienta la disolución a 100°C durante 2 minutos, y se enfría en cubitera de hielo 
durante 5 minutos.  

 

Disolución para PCR (por tubo): 

14,9 µl de agua; 5 µl de Tampón 5x; 1,5 µl de MgCl2  25mM; 0,4 µl de dNTP 
(10mM); 0,5 µl de cebadores U y L (25µM); 0,2 µl de Taq (5U/µl) y 2 µl de la 
extracción de ADN realizada por choque térmico. 

Programación de los termociclos 

5min a 95°C para desnaturalización inicial, después se realizaron  30 ciclos PCR 
en las siguientes condiciones: Desnaturalización a 95°C durante 30s, hibridación a 70°C 
durante 30s para el cebador copL, y  60°C para los cebadores copA ycopB, y elongación 
a  72°C durante  45sec. Por último, la elongación final fue 10min a 72°C y 
estabilización de la temperatura a  12 °C. 

Migración sobre gel de agarosa: 

Se preparó un gel de migración al 1% (1g de agarosa sobre 100ml de Tampón 
TAE (Tris Acetato Etileno Di amino Tetra-Acético)). Se depositaron 5µl de producto 
PCR incluyendo el azul de carga sobre cada hueco y migrar durante 1hora a 100 voltios.  
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Se revelo el gel migrado con BrEt (Bromuro de Etidio) durante 5 minutos y 
después de enjuagó con agua y se observaron las bandas resultantes mediante 
exposición a UV 

 

3.5. Identificación de saprofitas por la técnica MALDI-TOF 

Las bacterias saprofitas se identificaron mediante la técnica MALDI-TOF que 
consiste en una ionización suave de la muestra que provoca la vaporización de intactas 
moléculas termolábiles, no volátiles tales como proteínas y lípidos en un rango de peso 
molecular entre 2 a 20 kDa, a un relativo bajo costo y resultado inmediato.(11) 

Preparación de la matriz 

-El aparato MALDI-TOF identifica las bacterias sobre una placa metálica 
específica en la cual se encuentran 96 posiciones para mezclar la muestra que se quiera 
identificar. Para su identificación hay que sembrar alrededor de 0,1µl de solución 
bacteriana.  

- Añadir 1,1 µl de ácido orgánico sobre cada siembra 

 

Análisis de la placa: 

Para la identificación bacteriana, el MALDI-TOF se sirve del software 
“IviMaldiBiotiper“el cual se encarga de medir el tiempo, la distancia de vuelo y  el 
tamaño de las proteínas (picos) liberadas por las bacterias que han sido ionizadas   

Obtención de resultados 

Estos picos obtenidos se comparan con los de una bacteria usada como 
referencia, la cual era E.coli. La comparación de los picos obtenidos con los picos de 
E.coli, permite al programa reconocer la bacteria sembrada en la placa, gracias a una 
base de datos y con una fiabilidad mayor o menor la cual se refleja en el valor obtenido. 
(Tabla 1) 
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Vaor Descripción Color 

2.300…3.000  Identifiación de género y especieseguras   Verde 

2.000…2.299 Identificación de génerosegura y espécie probable Verde 

1.700…1.999  Identificacion de genero probable  Amarillo 

0.000…1.699  Insuficienteseguridad en la identificación  Rojo 

Campo 1      
Bacterias/hoja 1 2 3 4 5 
Cu III 1,E+04 2,E+04 4,E+05 2,E+04 1,E+05 
CYE 1,E+03 2,E+04 6,E+04 4,E+03 6,E+04 

Campo 2      
Bacterias/Hoja 1 2 3 4 5 
Cu III 3,E+04 4,E+05 2,E+05 5,E+04 6,E+04 
CYE 2,E+05 1,E+06 6,E+05 2,E+05 6,E+05 

Tabla1: Posibles grados de identificación proporcionados por el MALDI TOF 

Tabla 2: Recuento de bacterias crecidas en medio LPGA y 
CYE 
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4. RESULTADOS 

4.1. Crecimiento de bacterias saprofitas y XCC sobre diferentes 
medios 

 

XCC: De las 49 siembras realizadas sobre medio LPGA-KC, se seleccionaron 
43 cepas del primer cultivo y 49 cepas de Xcc  del segundo.  

Saprofitas: La cantidad de bacterias saprofitas obtenidas en los medios de 
cultivo de CYE y LPGA+300ppm de cobre están detalladas en la tabla 2 

 

La morfología de 38 colonias diferentes del primer campo cultivadas sobre los 
medios selectivos a base de cobre y 40 del segundo se encuentran descritas en el 
segundo anexo 

4.2. PCR 

XCC: 

Campo 1, Combava: Del primer campo, se analizaron 43 cepas, de las cuales, 24 
presentaban el gen copL (55%) 

 

Campo2, Tangor: En el segundo campo, se analizaron 49 cepas y se obtuvo que 
43 de ellas presentaban el gen copL (88%) 

Saprofitas: 

Campo 1: El total de las bacterias saprofitas del primer campo dieron resultados 
negativos en la amplificación por PCR de modo que hubo un 0% de presencia de genes 
cop 

Campo 2: En el segundo campo, de las 80 bacterias estudiadas, se encontró una 
bacteria (la bacteria 3.1) la cual dio positivo en la amplificación de genes copL y 
también en los genes copAB realizados como verificación 
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4.3. MALDI-TOF 

Identificación 

La técnica MALDI-TOF se aplicó dos veces de forma independiente con las 
bacterias del primer campo (combava). En el caso de bacterias donde la identificación 
ha sido inferior a 1.7 donde ni siquiera hay fiabilidad respecto al género, los resultados 
no se han tenido en cuenta. Los resultados han revelado que depositar cantidades 
demasiado grandes de paté bacteriano sobre la placa de MALDI-TOF podría entorpecer 
la identificación. Para confirmar esta hipótesis se han utilizado dos  cepas testigo. La 
bacteria 37-1 del primer campo y la 3-1 del segundo se han analizado por triplicado con 
3 cantidades distintas de siembra (pequeña, mediana y elevada). Esta comprobación 
demostró que cantidades demasiado grandes o demasiado pequeñas podían dar 
problemas a la hora de identificar de que bacteria se trataba. Los testigos de Xcc  
utilizados han sido identificados correctamente a nivel de género en todos los casos, 
aveces como especie X.Citri y otras como X.axonopodis 

 

Campo 1 (Combava): En total de las 93 bacterias analizadas (92 colonias 
saprofitas + E.coli), se han obtenido 11 identificaciones fiables a nivel de especie, todas 
ellas entre unos valores de probabilidad entre 1,7 y 2 (Anexo 1- tabla 2). Aparte, 
algunas bacterias han sido correctamente identificadas a nivel de género. Además, el 
filo de todas las identificaciones con un coeficiente mayor de 1.3 se han buscado en el 
Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) 

En total, de 107 identificaciones diferentes, 25 bacterias eran del tipo Gram + 
(25%) de las cuales 6 eran actinobacterias y 19 endobacterias. Las 80 bacterias restantes 
eran Gram – (75%) de las cuales 65 pertenecían al grupo de las gammaproteobacterias, 
12 eran alphaproteobacterias, 2 betaproteobacterias y 1 epsilonproteobacteria. 

 

Campo 2 (Tangor): De las 72 bacterias saprofitas analizadas se obtuvieron 45 
identificaciones (62%) (Anexo 1). De estas 45, 12 fueron Gram + (25%), 8 fueron 
actinobacterias y 4 endobacterias. Las 33 restantes eran Gram – (75%) de las cuales 31 
eran gammaproteobacterias, y 6 alphaproteobacterias. Por contra, la maquina no 
identifico correctamente la bacteria que poseía los genes cop (3.1), quedando la 
identificación por debajo de 1.7, sin embargo, la identificación siempre coincidió en que 
esta bacteria pertenecía al género Stenotrophomonas. 

 

4.4. ANALISIS DE LOS DATOS 

Para obtener una referencia sobre los datos que se habían obtenido con el equipo 
MALDI-TOF, se compararon las bacterias obtenidas en ambos cultivos. Los picos 
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obtenidos de todas la bacterias de ambos cultivos se agruparon en intervalos de 
30Dalton (Da) y se obtuvo una tabla con 499 variables. Después se realizó una matriz 
binaria con las opciones presencia o ausencia de picos. Entonces se utilizó el índice de 
similitud de Jaccard para obtener la similitud entre ambos grupos de bacterias. Este 
índice asignaba valores intermedios entre 0(ninguna similitud) y 1 (similitud total) . Se 
realizó una representación gráfica de los resultados usando el programa 
« multidimensional scaling ». (Figura 10) 

 

Los gráficos se realizaron con todas las bacterias saprofitas de los campos 1 y 2, 
incluyendo aquellas las cuales obtuvieron un índice de identificación inferior a 1,7 con 
la técnica MALDI-TOF, las cuales se han recogido en el grupo «unknown» así como las 
cepas de E.coli usadas para la calibración del aparato.  

Los gráficos muestran que la gran mayoría de bacterias se encuentran agrupadas 
en una nube de puntos central, siendo, las que se encuentran más alejadas, 
principalmente bacterias mal identificadas. Esto nos dice, que las bacterias saprofitas 
presentes en los cultivos de cítricos, no se encuentran fisiológicamente muy alejadas 
unas de otras, y muestran evidentes índices de similitud. 
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5. DISCUSIÓN 

El hecho de que los genes cop se encuentren frecuentemente portados por 
plásmidos y también que alelos idénticos se hallan detectado sobre cepas 
filogenéticamente distantes sugiere la posibilidad  de que los alelos idénticos hayan sido 
seleccionados en respuesta a una misma presión de selección sobre especies 
hospedadoras distintas o que los fenómenos de conjugación bacteriana hubiesen sido el 
origen de transferencias horizontales 

Xanthomonas  es un género de bacterias cuyos patovares presentan una fuerte 
especialización parasitaria, por ejemplo Xcc únicamente infecta a los cítricos,  
Xanthomonas oryzae pv. oryzae es patógena del arroz y  Xanthomonas vesicatoriaafecta 
solamente a los tomates 

.Estas diferentes especies de Xanthomonas  nunca compartirían el mismo nicho 
ecológico. Esto sugiere que los plásmidos los cuales son el origen de su resistencia 
podrían provenir de bacterias que residiesen en la filosfera de las plantas. Esta filosfera 
se encuentra mayoritariamente compuesta de especies saprofitas.  

Por eso mismo, este estudio se ha iniciado para determinar si, en los campos 
donde se cultivan cítricos, donde la presencia de cepas de Xcc CuR  esta cerciorada, se 
encuentran otras bacterias, distintas de Xcc, pertenecientes a la filosfera las cuales sean 
resistentes al cobre y presenten los genes cop. 

La prevalenciade la enfermedad es probablemente debido a las prácticas 
agrícolas las cuales realizan un uso reiterado de los compuestos a base de cobre. En el 
cultivo de tangor, la fuerte prevalencia de la enfermedad (88% en 2015 y 100%  en 
2014) podría tener una estrecha relación con los numerosos tratamientos aplicados por 
el agricultor. Igualmente los altos índices de la enfermedad se vieron favorecidos por el 
hecho de que es un cultivo medianamente sensible a la enfermedad sumado a las 
frecuentes lluvias, las cuales facilitan su propagación, en la zona en la cual este cultivo 
se encontraba. Por el contrario, en el cultivo de combava la prevalencia fue más baja 
(55%), posiblemente en relación con el hecho de que el agricultor abandonó la parcela 
debido a los elevados daños producidos por la enfermedad. El combava es muy sensible 
a la enfermedad y esta tuvo una prevalencia elevada mientras estaba siendo tratada (70 y 
88% en 2010 y 2012 respectivamente). Si esto es cierto, implicaría que la capacidad de 
adaptación de las cepas de Xcc Cus Es superior a aquellas que son CuR , dato que deberá 
ser verificado experimentalmente. 

Para las bacterias saprofitas, se contaron una gran cantidad de bacterias en 
medios de cultivo con cobre, pero, finalmente, solo 1 de ellas se identificó 
positivamente como portadora de los genes cop mediante la amplificación por PCR. El 
MALDI-TOF, no consiguió identificar correctamente la especie, pero sí que nos dió con 
elevada fiabilidad (debido a varias réplicas)  que Stenotrophomonas era el género de 
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esta bacteria. Estos resultados confirman el trabajo que Behlau llevo a cabo en USA. 
Según este estudio, la gran mayoría de cepas resistentes al cobre no poseían los genes 
cop a excepción de una cepa de Stenotrophomonas maltophilia y otra cepa no patógena 
de Xanthomonas. 

 

CONCLUSIONES 

En la microflora de los dos tipos de cultivos seleccionados se han encontrado 
una gran cantidad de bacterias las cuales han sido capaces de crecer en medios de 
cultivo enriquecidos con cobre (anexo 2). Sin embargo, de todas ellas, solo una 
(Stenotrophomonas maltophilia, presente en el cultivo de Tangor) dio positivo en la 
amplificación por PCR de los genes cop, esto quiere decir que la teoría de “” podría ser 
cierta para este caso, sin embargo, en principio, y a la espera de realizar nuevos 
estudios, la microflora saprofita del cultivo de combava no ha mostrado la presencia de 
estos genes, a pesar de que la enfermedad se encontraba presente y se identificó como 
resistente al tratamiento. De todos modos, estos genes podrían estar presentes en otras 
bacterias presentes en el cultivo las cuales no hayan conseguido proliferar en el medio 
de cultivo preparado debido a una cantidad de estas insuficiente.  

Por otro lado, la técnica MALDI-TOF ha permitido de forma rápida, fácil y con 
bajo coste identificar algunas de las bacterias que habitan en la filosfera de los cítricos. 
Es posible, que la dificultad encontrada para la identificación de algunas de las bacterias 
se deba a que la identificación estaba basada en una base de datos, la cual, debido a que 
este aparato pertenecía al hospital, estaba más especializada en bacterias patógenas con 
interés clínico., y tenía menos datos sobre bacteria ambientales. De todos modos, las 
ligeras variaciones del espectro de picos obtenidos para distintas réplicas de una misma 
cepa, ponen en dicho la importancia de realizar varias réplicas y de cultivar las 
cantidades justas de pate bacteriano. 

 

6. PERSPECTIVAS 

Todavía quedan numerosos puntos que se deben continuar desarrollándose 
después de esta investigación. Más cultivos deben ser estudiados con el fin de seguir 
encontrando más bacterias saprofitas que sean portadoras de los genes cop. De igual 
manera se deberán analizar parcelas con cultivos que no hayan recibido tratamientos 
cúpricos a fin de estimar la densidad y los grupos taxonómicos de populación resistente 
en este contexto. 

La bacteria saprofita encontrada portadora de los genes cop  deberá ser 
identificada de forma fiable. Esto se podría realizar secuenciando el ARN ribosómico. 
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La secuencia de ADN completa permitirá determinar el soporte genético y el ambiente 
en el cual se encuentra presente la cepa de esta bacteria portadora de los genes cop. 
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ANEXO 1: Resultados obtenidos con el MALDI-TOF 

Campo de Tangor 
Numero de 
muestra en la 
siembra 

Número de 
identificación 
de la muestra 

Nombre del organismo 
 

Fiabilidad 
  

A1 E coli Escherichiacoli 2,206 
A3 2 Enterobacterkobei 1,783 
A6 5 Pseudomonas oryzihabitans 1,776 
A7 6 Escherichiavulneris 1,907 
A8 7 Citrobacterbraakii 1,731 
B4 15 Pseudomonas oryzihabitans 1,937 
D4 39 Enterobacterkobei 1,86 
D5 40 Enterobacterasburiae 1,838 
D6 41 Pseudomonas oryzihabitans 1,74 
D9 44 Pseudomonas oryzihabitans 1,787 
F1 60 Pseudomonas oryzihabitans 1,778 
F5 64 Pseudomonas oryzihabitans 1,887 
H11 E coli Escherichiacoli 2,056 
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Campo de combava 

 
Numero de 
muestra en la 
siembra 

Número de 
identificación 
de la muestra 

Nombre del organismo 
 

Fiabilidad 
  

A1 E_Coli Escherichiacoli 2,267 
A2 1 Pseudomonas koreensis 1,986 
A3 2 Pseudomonas koreensis 1,94 
A5 4 Pseudomonas oryzihabitans 1,772 
A6 5 Pantoeaagglomerans 1,841 
A7 6 Bacilluscereus 2145 
A8 7 Pseudomonas koreensis 1,95 
A9 8 Pseudomonas koreensis 2,013 
A10 9 Stenotrophomonas rhizophila 2,081 
A11 10 Pseudomonas oryzihabitans 1,952 
A12 11 Enterobactercowanii 1,95 
B1 12 Bacilluscereus 2,014 
B2 13 Pseudomonas rhodesiae 2,418 
B3 14 Pantoeaagglomerans 2,294 
B4 15 Pantoeaagglomerans 2,334 
B5 16 Pantoeaagglomerans 2,375 
B6 17 Pantoeaagglomerans 1,871 
B7 18 Pantoeaagglomerans 1,934 
B9 20 Curtobacteriumflaccumfaciens 1,765 
C1 24 Bacillusweihenstephanensis 2,027 
C6 29 Curtobacteriumflaccumfaciens 1,953 
C7 30 Curtobacteriumflaccumfaciens 2,038 
C8 31 Curtobacteriumflaccumfaciens 2,111 
C9 32 Pseudomonas oryzihabitans 1,851 
C10 33 Pseudomonas oryzihabitans 1,866 
C11 34 Pantoeaagglomerans 2,194 
C12 35 Pantoeaagglomerans 2,048 
D1 36 Xanthomonas citri 2,111 
D2 37 Xanthomonas citri 2,061 
D5 40 Curtobacteriumflaccumfaciens 2,059 
D6 41 Curtobacteriumflaccumfaciens 2,017 
D7 42 Kocuriakristinae 2,322 
D8 43 Curtobacteriumflaccumfaciens 1,853 
D12 47 Sphingomonasphyllosphaerae 1,807 
E2 49 Pseudomonas oryzihabitans 1,854 
E3 50 Pseudomonas oryzihabitans 1,862 
E6 53 Sphingomonasaurantiaca 1,734 
E8 55 Pseudomonas koreensis 2,018 
E9 56 Pseudomonas koreensis 2,058 
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F3 62 Sphingomonasaerolata 1,951 
F4 63 Sphingomonasfaeni 1,851 
F5 64 Sphingomonasfaeni 1,823 
F6 65 Bacilluscereus 2,003 
F7 66 Bacilluscereus 2,188 
F8 67 Sphingomonasyunnanensis 1,97 
F9 68 Methylobacteriummesophilicum 2,25 
G8 79 Stenotrophomonas maltophilia 1,744 
H12 E_Coli Escherichiacoli 2,18 
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ANEXO 2: Descripción de la morfología de las bacterias 
Saprofitas  

 
Tangor           

Medio de 
cultivo 

Colonia Tamaño Diámetro Textura Color 

3/[+1]/300ppm 1 Mediano 2-3mm Mucosa Blanco 
  2 Mediano 4-5mm Mucosa Amarillo 
  3 Mediano 2-3mm Mucosa Verdeoscuro 
  4 Mediano 2mm Mucosa Amarillo 
  5 Mediano 2-3mm Rugosa Blanco 
  6 Pequeño 1mm Mucosa Amarillo 
  7 grande 5-6mm Mucosa Amarillo 

3/[+1]/200ppm 8 grande 5-6mm Mucosa Amarillo 
4/[+1]/300ppm 9 Mediano 2-3mm Mucosa Amarillo 
  10 MuyPequeño <1mm Mucosa Amarillo 
4/[+1]/200ppm 11 Mediano 3-4mm Arrugado Amarillo 
5/[+1]/300ppm 12 Grande 6-7mm Mucosa Amarillo 
  13 Grande 5mm Mucosa Amarillo 
5/[+1]/250ppm 15 Pequeño 1-2mm Rugosa Amarillo 
2/[+1]/300ppm 16 Mediano 2-3mm Mucosa Amarillo 
  18 Mediano 2-3mm Mucosa Amarillo 
2/[+1]/250ppm 19 Mediano 2-3mm Rugosa Amarillo 

  20 Mediano 2-4mm Mucosa Amarillo 
2/[+1]/300ppm 21 Mediano 3-4mm Rugosa Amarillo 
2/[+1]/250ppm 22 Mediano 3-4mm Mucosa Amarillo 
1/T- 23 Pequeño <1mm Mucosa Amarillo 
1/[+1]/200ppm 24 Mediano 3-4mm Rugosa Amarillo 
3/[+1]/CYE 25 Pequeño 1mm Mucosa Amarillo 

  26 Pequeño 1mm Mucosa Amarillo 
  27 Pequeño <<1mm Mucosa Amarillo 
  28 Pequeño <<1mm Mucosa Amarillo 
  29 Pequeño <<1mm Mucosa Amarillo 
  30 Pequeño <<1mm Mucosa Amarillo 
  31 Pequeño <<1mm Mucosa Amarillo 

2/[0]/300ppm 32 Pequeño 1-2mm Mucosa Amarillo 
  33 Mediano 3-4mm Mucosa Amarillo 

2/[-1]/300ppm 34 Mediano 3-4mm Mucosa Amarillo 
2/[+1]/300ppm 35 Pequeño <1mm Mucosa Amarillo 
4/[0]/300ppm 36 Mediano 2-3mm Mucosa Amarillo 
3/[0]/300ppm 37 Grande 6-7mm Mucosa Amarillo 
5/[+1]/300ppm 38 Pequeño <1mm Mucosa Amarillo 
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Combawa           
Medio de 
cultivo 

Colonia Tamaño Diámetro Textura Color 

4/[+1]/300ppm 1 Muygrande 1cm Mucosa Blanco 
  2 Mediano 3mm Mucosa Blanco 
  3 Mediano 2mm Mucosa Amarillo 
  4 Mediano 2mm Rugosa Amarillo 
  5 Muygrande 1cm Mucosa Amarillo 

5/[+1]/300ppm 6 Grande 5-6mm Mucosa Blanco 
  7 Grande 5-6mm Mucosa Amarillo 

3/[0]/300ppm 8 Mediano 4-5mm Mucosa Marrón 
  9 Mediano 4-5mm Mucosa Marrón 
  10 Grande 6-8mm Mucosa Amarillo 
  11 Mediano 3-4mm Mucosa Blanco 
  12 Mediano 2-3mm Mucosa Blanco 
  13 Grande 5-6mm Mucosa Blanco 

2/[0]/300ppm 14 Pequeño 1mm Mucosa Marrón claro 
  15 Pequeño 1mm Mucosa Marrónoscuro 
  16 Pequeño 1mm Mucosa Amarillo 
  17 Mediano 2-3mm Rugosa Blanco 

1/[+1]/300ppm 18 Grande 7-8mm Mucosa ocre 
  19 Pequeño 2mm Dura Blanco 
  20 Pequeño 2mm Mucosa Naranja 
  21 Mediano 3-4mm Dura Verde 
  22 Pequeño 1mm Mucosa Amarillo 
  23 Pequeño <1mm Mucosa Rosa 
  24 Mediano 2mm Mucosa Amarillo 
  25 Mediano 5mm Rugosa Amarillo 

2/[-1]/300ppm 26 Mediano 3-4mm Mucosa Naranja 
  27 Pequeño 2mm Mucosa Naranja 

4/[+1]/CYE 28 Mediano 3mm Mucosa Verde 
  29 Pequeño <1mm Mucosa Rosa 
4/[-1]/CYE 30 Pequeño <1mm Mucosa Azul 
4/[-1]/300ppm 31 Pequeño 1mm Mucosa Naranja 

  32 Pequeño 1-2mm Rugosa Naranja 
5/[-1]/300ppm 33 Pequeño 2mm Mucosa Amarillo 

  34 Grande 6-7mm Mucosa Blanco 
  35 Pequeño <1mm Mucosa Amarillo 
  36 MuyPequeño <<1mm Mucosa Azul 

3/[0]/300ppm 37 Mediano 5mm Mucosa Amarillo 
  38 Mediano 3-4mm Mucosa Azul 
  39 Pequeño <1mm Mucosa Marrón 
  40 Pequeño 2mm Mucosa Verde 

 


