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Resumen

Se estudio la diversidad de una coleccion de cepas de Agrobacterium rubi aisladas de
arandanos provenientes de distintas regiones de la RepUblica Argentina estableciendo
su grado de heterogeneidad mediante pruebas microbioldgicas clasicas y técnicas de
biologia molecular. Los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas y fisioldgicas,
asi como mediante rep-PCR y RFLP del gen 23S ADNr, demostraron una alta variabilidad
intraespecifica, tanto fenotipica como genotipica.

© 2013 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaia, S.L. Todos
los derechos reservados.

Agrobacterium rubi strains from blueberry plants are highly diverse

Abstract

The diversity of a collection of Agrobacterium rubi strains isolated from blueberries from
different regions of Argentina was studied by conventional microbiological tests and
molecular techniques. Results from biochemical and physiological reactions, as well as
from rep-PCR and RFLP analysis of PCR-amplified 23S rDNA showed high phenotypic and
genotypic intraspecific variation.
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rights reserved.
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Introduccion

La agalla de la corona, ocasionada por cepas patogenas del
género Agrobacterium, es una enfermedad que tiene difu-
sion mundial y afecta a mas de 600 especies ubicadas den-
tro de 90 familias de dicotileddneas, incluyendo cultivos de
importancia econémica como frutales, horticolas, indus-
triales, ornamentales y forestales?®'". La enfermedad es
particularmente grave en viveros, donde las pérdidas eco-
nomicas son considerables dado que las plantas infectadas
deben descartarse’".

Las agrobacterias son habitantes naturales del suelo y el
grupo incluye especies fitopatogenas y saprobias, segln su
capacidad de inducir en el hospedante la formacién de aga-
llas en la zona del cuello o la corona, de agallas aéreas en
la parte inferior del tallo, o bien la proliferacion de raices
en cabellera, mediante la transferencia de los plasmidos Ti
(tumor-inducing) o Ri (root-inducing) a células vegetales??.
Las especies de Agrobacterium almacenan un considerable
nivel de diversidad debido a la transferencia horizontal de
ADN que ocurre naturalmente en los suelos®’, por lo que las
especies patdgenas se pueden transformar en saprobias y
viceversa, y también pueden coexistir cepas que contienen
el plasmido Ti o Ri.

Dentro de las especies frutales cultivadas en la Argenti-
na, el arandano (Vaccinium corymbossum L.) ha tenido una
fuerte difusion a principios de la década de los 90 como
una nueva alternativa de produccion fruticola intensiva no
tradicional orientada a los mercados del exterior, principal-
mente EE.UU., como oferta en contraestacion'. Coinciden-
temente con la introduccion de este cultivo comenzaron a
observarse sintomas de agalla de corona en plantas prove-
nientes de viveros y zonas de produccion, y se identificaron
como agentes causales de dichos sintomas cepas tumorigé-
nicas de Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rubiy
Rhizobium rhizogenes, y en ocasiones, cepas rizogénicas'>.

La especie A. rubi ha sido citada tradicionalmente como
patdégena de frambuesos (Rubus occidentalis, Rubus idaeus,
otras especies y sus hibridos), no obstante, existen publica-
ciones que la asocian como productora de agallas en Rosa
spp., Vitis vinifera, Daphne mezereum® y, recientemente,
en Vaccinium spp."3.

Para completar estudios previos® y debido a la escasa in-
formacion bibliografica disponible, nos propusimos estudiar
la diversidad de 14 cepas patdgenas de A. rubi aisladas de
diferentes cultivares de arandanos provenientes de distin-
tas regiones geograficas de la Argentina y de una cepa ais-
lada de suelo. Los analisis se realizaron utilizando pruebas
bioquimicas vy fisioldgicas y estudios de polimorfismos en la
longitud de fragmentos de restriccion [restriction fragment
length polymorphism (RFLP)] del gen 23S del ADNr, amplifi-
cado por PCR y rep-PCR empleando los cebadores BOX, ERIC
y REP.

Todas las cepas estudiadas pertenecen a la coleccion de
la UB-CIDEFI (Unidad de Bacteriologia - Centro de Investiga-
ciones de Fitopatologia, Facultad de Ciencias Agrarias y Fo-
restales, Universidad Nacional de La Plata). Las cepas F210,
F266, F304 y F305 se aislaron de arandanos con sintomas de
agalla de corona cultivados en la provincia de Buenos Aires;
las cepas F253, F254, F315, F335, F337 y F338, de aranda-
nos cultivados en Tucuman; las cepas F270, F272 y F273, de

arandanos cultivados en Entre Rios; la cepa F359 fue aislada
de suelo de cultivo de frutales de La Rioja y la F271 es una
cepa proveniente de una muestra de arandano de cultivo in
vitro.

Las cepas se mantuvieron en caldo extracto de levadura
manitol (YEM) adicionado con glicerol a una concentracion
final de 10 % v/v a -70 °C. Para los stocks de trabajo, se
mantuvieron a 4 °C en agar extracto de levadura manitol
adicionado con rojo Congo® (YEM-CR).

Para la caracterizacion fenotipica se seleccionaron las
siguientes pruebas: produccion de 3-cetolactosa, creci-
miento en presencia de 2 % de cloruro de sodio; reaccion en
leche tornasolada; utilizacion de citrato amonico férrico;
utilizacion de: malonato de sodio, eritritol y D(+) melezito-
sa; produccion de acido en el medio extracto de levadura
con dextrosa-CaCO, (YDC) y determinacién de la tempera-
tura maxima de crecimiento de acuerdo con la metodologia
detallada por Moore et al.® y Alippi et al.>. Para la construc-
cion del dendrograma de similitud, se incluyeron los resul-
tados de las reacciones obtenidas en la galeria APl 20 E
(bioMérieux®, Marcy-L " Etoile, Francia) sembradas e incuba-
das como se describio previamente?. Como grupo externo se
incluyo la cepa de Pantoea ananatis (F327) de la coleccion
de la UB-CIDEFI. Los resultados de las pruebas fueron clasi-
ficados como 0 (-) y 1 (+), y se construy6é una matriz simé-
trica con el programa Multi-variate Statistical Package
(v. 3.1) utilizando el coeficiente de asociacion simple SM
(Simple-matching) y el agrupamiento UPGMA (Unweighted
pair group method with aritmetic mean) (fig. 1).

Los resultados obtenidos para la caracterizacion fenotipi-
ca coincidieron, en términos generales, con los descritos en
la bibliografia'>® para la especie A. rubi, con excepcion
de la cepa F270, que resulté positiva para la produccion de
3-cetolactosa (el resto de las cepas —93 %— resultaron ne-
gativas). EL 100 % de las cepas desarrollaron en presencia de
2 % de cloruro de sodio y a la temperatura maxima de 35 °C.
El 73 % resultaron negativas para la utilizaciéon de citrato
amonico férrico, y con respecto a la alcalinizacion en leche
tornasolada, solo el 27 % de las cepas resultaron positivas.
Los resultados para la utilizacion de malonato de sodio fue-
ron variables (60 % positivas y 40 % negativas), lo mismo que
para eritritol (53 % negativas y 47 % positivas), y en el caso
de D(+) melezitosa, el 87 % dieron reaccion positiva. Con
relacion a la utilizacion de citrato aménico férrico y de eri-
tritol, la bibliografia cita estas reacciones como negativas’,
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Figura 1 Dendrograma de similitud fenotipica entre 15 cepas
de Agrobacterium rubi a partir de los resultados obtenidos en
las pruebas bioquimicas y fisiologicas. Se empleo el coeficiente
de asociacion simple (SM) y el agrupamiento UPGMA.
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no obstante, dichos estudios (tomados aqui como referen-
cia) se basaron en un nimero limitado de cepas del patoge-
no (n = 6) aisladas de diversos hospedantes, pero ninguna
aislada de arandano ni tampoco proveniente de Argentina,
por lo que dichas discrepancias podrian estar dentro de la
variabilidad propia de la especie, ya que por PCR mdltiple,
las cepas que resultaron positivas (n = 4 para citratoyn =7
para eritritol) si se identificaron como A. rubi.

El dendrograma obtenido (fig. 1) permitié detectar dos
grandes agrupamientos de las cepas, el primero conforma-
do por 3 cepas agrupadas a un nivel de similitud de 84 %,
aproximadamente, y el segundo conformado por las 12 ce-
pas restantes, que se agruparon a un nivel de similitud del
72 %. Estos dos grupos mostraron 65 % de similitud entre si.
No se encontraron correlaciones entre grupos y origenes
geograficos de las cepas.

Para la generacion de huellas genémicas de ADN se em-
pled la técnica de rep-PCR empleando los cebadores
BOXA1R (subunidad del elemento BOX), REP (REP1R-1 y
REP2-1) (repetitive extragenic palindromic) y ERIC (ERIC1R
y ERIC2) (enterobacterial repetitive intergenic consensus),
de acuerdo con la metodologia detallada por Versalovic et
al.”y empleando como molde ADN gendmico total obtenido
mediante el kit comercial Wizard® (Promega), segln las es-
pecificaciones del fabricante. Los perfiles de huellas geno-
micas se resolvieron electroforéticamente en geles de aga-
rosa al 1,2 % en buffer TBE 0,5X previamente tefidos con
Gelred® (Biotium Inc.) y 45 minutos de corrida a 80 V. Los
perfiles se observaron mediante un transiluminador UV. Las
imagenes de los geles se digitalizaron y fotografiaron em-
pleando un sistema de captura digital de geles. Para efec-
tuar el analisis de los perfiles complejos de bandas se utilizo

el programa Gelcompar Il (v. 5.1. Applied Maths) combinan-
do los patrones de huellas gendmicas generados por los ce-
badores ERIC, BOX y REP en un Unico dendrograma de simi-
litud empleando el coeficiente SM y el agrupamiento UPGMA
con una tolerancia de identidad de banda del 3 %.

El analisis de los resultados obtenidos por rep-PCR mos-
tro una alta diversidad de las cepas, ya que cada una gene-
ré un perfil Unico y diferente (n = 15) con cada uno de los
cebadores, diferenciandose en el niUmero y tamano de las
bandas. Con los cebadores ERIC, las cepas presentaron en-
tre 2 y 17 bandas de un tamano de 200 a 2500 pb, con los
cebadores BOX se observaron entre 2 y 16 bandas de un
tamano de 50 y 1500 pb, y con los cebadores REP las cepas
mostraron entre 3 y 19 bandas de un tamano de entre 100 y
2200 pb (fig. 2A). La cepa F253 no generd ningun perfil con
los cebadores BOX, pese a que se repitio la prueba en
3 oportunidades diferentes, y aun empleando la misma
muestra de ADN que si amplifico con los cebadores ERIC y
REP. En términos generales, los perfiles originados por REP
y ERIC incluyeron un mayor nimero de bandas que con los
BOX. Si bien el dendrograma combinado obtenido permitié
agrupar a todas las cepas a un nivel de similitud del 57 %
(fig. 2A), no se visualizaron agrupamientos relacionados con
el origen geografico.

Para la amplificacion de la secuencia completa del gen
23S ADNr se utilizo ADN gendmico total empleando la reac-
cion de PCR mdltiple™, que permite la diferenciacion entre
especies de Agrobacterium. Como controles de esta PCR se
incluyeron cuatro cepas de referencia de colecciones
internacionales: Agrobacterium radiobacter (K1026), A.
tumefaciens (ATCC 15955), A. tumefaciens (LBA 958) y
Agrobacterium vitis (K306), como asi también una cepa de
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Figura 2 Dendrogramas combinados de similitud genotipica entre 15 cepas de Agrobacterium rubi a partir de los resultados ob-
tenidos por: (A) rep-PCR empleando los cebadores ERIC, BOX y REP; y (B) analisis de los sitios de restriccion del gen 23S del ARNr
utilizando las enzimas Alul, Hpall, Haelll y Tagl. En ambos casos, se empleo el coeficiente de asociacion simple (SM) y el agrupa-

miento UPGMA con una tolerancia de banda del 3 %.
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A. tumefaciens (F268) aislada de arandano. Las condiciones
de PCR y ciclado fueron las mismas que se detallaron en un
trabajo previo®. Con los productos de PCR obtenidos por
PCR mdltiple se us6 una combinacion de cuatro enzimas de
restriccion endonucleasas (Alul, Haelll, Hpall y Taql) para
generar perfiles especificos. La mezcla de digestion se pre-
par6 a un volumen final de 10 ul, el cual contenia 2 ul del
producto de la PCR mdltiple, 0,3 ul de cada enzima de res-
triccion (Promega, Madison, EE.UU.), 0,47 ul de buffer de
cada enzima y 7,23 ul de H,0 bidestilada, segin cada reac-
cion. Las mezclas de digestion se incubaron durante toda la
noche a 37 °C, exceptuando la enzima Tagl cuya temperatu-
ra de incubacion fue de 65 °C. Los patrones de restriccion
se resolvieron electroforéticamente en geles de agarosa al
1,2 % en buffer TBE 0,5X previamente tefidos con Gelred®y
30 minutos de corrida a 80 V. Los patrones obtenidos se vi-
sualizaron mediante un transiluminador UV y las imagenes
de los geles se digitalizaron y fotografiaron empleando un
sistema de captura digital de geles. Las imagenes se anali-
zaron con el programa Gelcompar Il a través de un dendro-
grama de similitud de bandas combinando los patrones de
restriccion generados por las enzimas Alul, Haelll, Hpall y
Taql. Se utilizo6 el algoritmo de comparacion de bandas em-
pleando el coeficiente SM y la matriz de similitud UPGMA
con una tolerancia de identidad de banda del 3 % y un valor
de optimizacion del 3 %.

Mediante el analisis de los patrones de restriccion del gen
23S ADNr con las distintas enzimas ensayadas se diferencia-
ron 5 patrones de restriccion con Alul; 7 con Haelll; 7 con
Hpall y 8 con Tagl, lo que demuestra una variabilidad muy
alta dentro de esta especie. Si se comparan los patrones de
restriccion de esta misma coleccion de cepas de A. rubi
obtenidos por la amplificacion de la secuencia completa del
gen 16S ADNr® se observa que todas las cepas generan
7 patrones diferentes con las enzimas Taql y Haelll, y que
estos patrones son compartidos también por otras especies de
Agrobacterium. A partir del analisis del dendrograma combi-
nado empleando las 4 enzimas de restriccion se observo la
separacion de un grupo de 8 cepas (fig. 2B, grupo 1) a un nivel
de similitud del 90 %; a su vez, dentro de este grupo se ubican
3 subgrupos a niveles de similitud del 96 %, aproximadamen-
te. Dentro de uno de estos subgrupos hay dos cepas (F305 y
F315) que comparten el 100 % de similitud para la combina-
cion de todas las enzimas. El segundo grupo (fig. 2B, grupo Il)
esta conformado por 2 cepas (F272 y F273) con un nivel de
similitud del 84 %. Los dos grupos junto con 4 cepas mas se
agrupan a un nivel de similitud del 63 %. Por otra parte, hay
una Unica cepa, la F266, que se une con las restantes a un
nivel de similitud menor del 60 %. Es interesante destacar que
esta cepa F266 también resulto atipica en cuanto a su secuen-
cia del gen 165 ADNr, ya que filogenéticamente estaba mucho
mas relacionada con Rhizobium rhizogenes que con A. rubi’.
Un caso similar fue descrito por Young et al.™.

Por lo tanto, la evaluacion conjunta de los dendrogramas
obtenidos (figs. 1, 2Ay 2B) mostro la existencia de una alta
variabilidad genética dentro de la especie. Tanto a nivel
fenotipico como genotipico, las cepas se agruparon con un
grado de similitud de aproximadamente 60 %. Solo dos ce-
pas (F335y F337) de las 15 estudiadas tuvieron una correla-
cion positiva entre las pruebas bioquimicas y fisiologicas,
los perfiles de huellas gendmicas y los patrones de RFLP.

Asimismo, se corrobor6 que por PCR multiple se logré la
adecuada caracterizacion de la especie como A. rubi, ya
que los resultados de las pruebas bioquimicas y fisioldgicas
asi como de rep-PCR y RFLP fueron muy variables, incluso
entre cepas aisladas de la misma region geografica.

La presencia de la especie A. rubi como patogena de
arandanos en la Argentina podria deberse a una introduc-
cion inadvertida junto con cultivares de Vaccinium spp. en
la década de los 90, o bien a que haya estado presente
en los suelos como patdgeno habitual del género Rubus, y
que al comenzar a cultivarse el arandano de manera inten-
siva, esta ocup6 ese nuevo nicho ecologico. Si bien se ha
citado que las cepas de A. rubi son especificas del género
Rubus*'®' nosotros aislamos 14 cepas de esta especie a
partir de plantas de arandanos con sintomas de agalla de
corona cultivadas en la Argentina®, por lo que podria consi-
derarse al arandano como un hospedante natural de la es-
pecie A. rubi. Otros autores han observado que las cepas de
A. rubi son capaces de infectar otros hospedantes como
Rosa spp., Vitis vinifera, Daphne mezereum e Inga spp. en
la naturaleza®, y cerezo, duraznero, peral, crisantemo, to-
mate y girasol en pruebas de inoculacion artificial'’.

El presente estudio aporta informacion adicional sobre la
especie A. rubi, que se suma a la escasa bibliografia exis-
tente, dado que hay muy pocos representantes de dicha
especie en las colecciones internacionales.
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