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Presentacion

En nombre del Comité Organizador, me resulta
especialmente grato invitar a los miembros de la
Sociedad Espafiola de Microbiologia y, en general, a
todas las personas que en Espafia mantienen vincu-
los con esta disciplina, a esta vigésima segunda edi-
cion del Congreso Nacional de Microbiologia, en la
que se pretende propiciar un encuentro Unico entre
los investigadores relacionados con esta apasionan-
te ciencia. El congreso estd abierto a todos, desde
investigadores consolidados a jovenes investigado-
res, por lo que cabe esperar un enriquecimiento
cientifico generalizado. En esta ocasion, el congreso
se celebra en Almeria, ciudad tranquila en la que el
entorno invita a crear ese clima sosegado que tan
adecuado resulta para promover el intercambio de
ideas. Ademas, en Almeria se concitan parajes de
extraordinaria belleza y un estilo de vida que sor-
prende por su sencillez y por la tranquilidad que
ofrece al forastero. Sus gentes, nobles, afables,
demuestran en cada gesto un caracter emprende-
dor inaudito; no en vano, han sido capaces de plan-
tar en el desierto la mayor huerta de Europa. El
Comité Cientifico ha elaborado un programa de
sesiones que pretende cubrir, la mayor parte de las
demandas presentadas por los investigadores del
sector, combinando ponencias de primer nivel con
coloquios destinados a la discusion de las comunica-
ciones presentadas por los distintos grupos del pais.
Como complemento, hay que indicar que el congre-
so pretende ofrecer ademas, momentos de esparci-
miento en los que la rica gastronomia local habra de
ocupar un lugar destacado. En definitiva, os invita-
mos a disfrutar plenamente de esta nueva edicién
del Congreso Nacional de Microbiologia, tanto en su
vertiente cientifica como ludica, en la esperanza de
que al marchar, os llevéis un recuerdo imborrable de
estos dias.
Joaquin Moreno
Comité Organizador
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Fechas importantes

Plazo de inscripcidn (con cuota reducida): 31 de
mayo de 2009. Después de esta fecha, se admitiran
inscripciones hasta el 10 de septiembre de 2009.

Plazo para la remision de Restimenes: 15 de junio
de 2009. No se admitiran resimenes después de
esta fecha.

Plazo para la remision de candidaturas al XIll Premio
Bienal 'Jaime Ferran': 15 de marzo de 2009.

Plazo para el envio de fotografias para optar al IV
Premio de Fotografia en Microbiologia 'Federico
Uruburu': 21 de septiembre de 2009.
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Lineas Tematicas

 Biodegradacion y biodeterioro.

¢ Microbiologia clinica.

¢ Microbiologia de los alimentos.

¢ Microbiologia de plantas.

¢ Microbiologia del medio acuatico.
¢ Microbiologia industrial.

¢ Microbiologia ambiental.
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e Protistologia.
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Joven investigador socio de la SEM 230 € 288 €
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Patrocinadores

JUNTA DL ANDALUGR

CSIC

Alojamiento

La agencia de viajes oficial del congreso es 'Viajes
El Corte Inglés'. Para cualquier solicitud de infor-
macion relacionada con el alojamiento, se puede
contactar con D2. Susana Morales en la direccién
sevillacongresos1@viajeseci.es

Puedes descargar el Formulario de Alojamiento

que se encuentra en la pagina web del congreso:
http://www.ual.es/Congresos/SEM2009

VIAJES
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Foto de portada: Moteado del manzano, causado por el hongo ascomiceto Venturia inaequalis. Jesus Murillo.




AcCtuialidiad

SEM

il 11 °
INutinyie ol Junio 2009
Crisis y microbiologia por Ricardo Guerrero 1
Informes de los grupos 2
Tesis Doctorales 4

Sergio Sdnchez Prieto, Ana Abel Souto, Clara Beatriz Garcia Calderdn, Victoria Garrido, Raquel Conde Alvarez,

Ana Dominguez Ferreras, Maria Angeles Gonzdlez Sdnchez, Roxana Beaz Hidalgo 4
Socios que deben actualizar datos 7
Resenas de cursos 8

VIl Workshop Métodos rdpidos y automatizacién en microbiologia alimentaria 8
Nuevos socios de la SEM 18
Informe CECT 2008 por Esperanza Garay 19
Resenas de congresos 27

Il Congreso Nacional de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana (Barcelona, 2008) 27

Premio Federico Uruburu

Ntlmnero Especial Microviologia de Plantas:

* El Grupo Especializado de Microbiologia de Plantas por Jests Murillo y Antonio de
Vicente (pag. 10)

* Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 y Dickeya dadantii 3937, diferentes
modelos de infeccién en bacterias fitopatégenas por Emilia Lépez Solanilla y Pablo
Rodriguez Palenzuela (pag. 14)

* Bacterias fitopatégenas, ;es posible su prevencién? por Ramdn Pefalver, Pablo Liop,
Ester Marco-Noales y Maria Milagros Lépez (pag. 20)

* El oidio de las cucurbitaceas, Podosphaera fusca por Alejandro Pérez Garcia (pag. 28)
* Desatando nudos: la tuberculosis del olivo por Cayo Ramos (pag. 34)

La Sociedad Espafola de Microbiologia quiere hacer participe a sus socios del fallecimiento el pasado 15 de
noviembre de 2008 de D. Francisco Soria Melguizo, fundador y Presidente de Francisco Soria Melguizo SA,

el primer socio colaborador de la SEM, agradeciendo su apoyo durante todos estos afios.

VISITE LA PAGINA WEB DE LA SEM: www.semicro.es

Encontrard informacion actualizada sobre congresos, reuniones, cursos y becas.
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Crisis y microbiologia

n el lenguaje médico, se llama crisis a cualquier cambio brusco en el curso de una enfermedad aguda o de una infec-
Ecic’m, a una exaltacién repentina de un fenédmeno tipico de una enfermedad crdnica, o a un ataque paroxistico de
dolor, o de alteracién de alguna funcién. La vida en la Tierra no es una enfermedad, sino un enriquecimiento fisicoqui-
mico de la materia que ofrecieron originalmente nuestro planeta y los dos planetas hermanos, Venus y Marte, pero que
s6lo se desarrolld y permanecid aqui. A lo largo de la historia de la vida ha habido muchas crisis ambientales y, como con-
secuencia, gran nimero de especies han ido desapareciendo. Sdlo en el edn Fanerozoico, es decir, desde hace aproxi-
madamente 540 millones de afios, se han producido cinco grandes extinciones, que han borrado de la faz de la Tierra
grupos taxondémicos enteros. Pero otros han conseguido adaptarse a las nuevas condiciones y han medrado en los nue-
vos ambientes, lo que ha determinado un aumento constante de la biodiversidad. Hasta ahora. El curso de la evolucién
ha hecho que los humanos hayan llegado a dominar su entorno de tal manera que el crecimiento de su poblacién y el
aumento constante de su requerimiento de energia exosomatica hacen que su entorno se vaya empobreciendo cons-
tantemente, tanto en lo que respecta a la disponibilidad energética, como en lo que atafie a la panoplia de organismos
que comparten el habitat con nosotros.

Dentro de la complejidad que supone la organizacion de las sociedades humanas, aparecen nuevos factores de cri-
sis, no relacionados con la energia ni con la biodiversidad. Desde hace unos pocos meses una, desde hace unos pocos
dias otra, hemos presenciado el advenimiento de dos nuevas crisis que han acaparado la atencién mundial. Una es la cri-
sis econdmica; otra, la amenaza de una pandemia virica. Ni las crisis econdmicas ni las enfermedades infecciosas son des-
conocidas para los humanos, y esos dos fendmenos han sido frecuentes a lo largo de la historia, y han modificado su
curso. Pero ahora es distinto. La enorme capacidad y facilidad de comunicacién de nuestra sociedad hace que tengamos
noticia inmediata de sucesos que acontecen en el otro extremo del globo, y que seamos capaces de responder también
casi de inmediato. Pero no es lo mismo responder a una crisis econdmica, que a una amenaza microbiana. El primer tipo
de crisis depende de factores complejos y en los que intervienen en gran manera la ignorancia, la imprudencia y la ava-
ricia humanas —“enfermedades” contra las cuales no hay vacunas—. El segundo es un fenémeno biolégico, sobre el
cual tenemos experiencia y que puede ser combatido eficazmente con las armas que ha desarrollado la Microbiologia
en sus escasos 150 afios de existencia.

Los virus son microorganismos patégenos que deben matar o debilitar células para reproducirse. No pueden man-
tenerse en cultivos axénicos. Son la causa de multitud de enfermedades de los humanos y otros animales y de las plan-
tas y microorganismos. Ninguno de los organismos estudiados con profundidad estd libre del ataque de virus especifi-
cos. Pero los virus también pueden transportar material genético de unas especies a otras y dentro de la misma especie,
como es el caso de las transduccién en bacterias, que es uno de los principales mecanismos de transferencia génica hori-
zontal en procariotas. Ademas, se conocen algunos efectos de virus en plantas que podriamos decir que contribuyen a
la belleza de la especia. Es el caso de los tulipanes variegados, que tanto asombrd y satisfizo, y todavia lo hacen, a los
amantes de esas plantas. Pero el virus causante también fue el responsable de una de las primeras crisis econémicas de
la Edad Moderna. Y, en muchos aspectos, comparable a la actual crisis econdmica, aunque en el caso de los tulipanes,
restringida a una sola nacién, Holanda.

La aleccionadora historia se puede resumir asi: Los tulipanes entraron en Holanda, plantados por el famoso botani-
co Carolas Clusius, hacia 1590, procedentes de Turquia, donde eran muy populares. Entre los diversos colores y formas
de las flores, habia unos que eran especialmente apreciados y codiciados: precisamente los que tenfan pétalos variega-
dos, que rompian su color uniforme. La causa de la particularidad era un virus, que se transmitia de generacién en gene-
racién a través del bulbo de la planta. A principios del siglo XVl se generd en Holanda una especia de “tulipomania” (muy
bien reflejada por los pintores de la época), que hizo invertir grandes fortunas, a veces en unos bulbos que todavia no
habian originado la nueva planta. Pero, en 1637, algunos de los “tulipomaniacos” se dieron cuenta de que en realidad no
necesitaban ese bien antes tan buscado, y la demanda, y por tanto los precios, cayeron estrepitosamente. Como conse-
cuencia, la “burbuja” especulativa estallé y hubo una bancarrota generalizada. (;A quién le suena esta historia?)

La actual amenaza de pandemia producida por el virus de la gripe A (H1N1) tiene efectos mucho mas serios sobre la
salud humana que la actual crisis econdmica. Pero contamos con armas para controlar la expansién, remediar los efec-
tos y desarrollar, con el tiempo requerido, vacunas eficaces. La sociedad debe estar informada, pero no alarmada. Deben
tomarse precauciones extremas, pero sabemos que podemos vencer la enfermedad. Para eso sirve una investigacion
microbioldgica que, generalmente sin tanto brillo medidtico como el de otros campos de la investigacidn, es la que va a
permitir resolver un problema que afecta a cientos de millones de personas y que puede tener un efecto muy grave
sobre la sociedad. Dentro de unos meses, la pandemia de la gripe A (H1N1), que, nos guste el nombre o no, ha tenido un
origen porcino, sera sélo un recuerdo para algunos y unas paginas mds en los libros y revistas de microbiologia. Los
medios habrdn perdido interés y se dedicaran a otras noticias mds “importantes”. Pero los microbiélogos no olvidare-
mos que nuestra ciencia ha salvado millones de vidas y con ello ha permitido el desarrollo de las sociedades modernas.
La Microbiologfa, con toda su diversidad, es una ciencia esencial para el bienestar de la humanidad y para el conoci-
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miento que tenemos de los procesos vitales. Una aproximacion al desarrollo de la Microbiologia en Espafia en la dltima
década, y su comparacién con materias afines, aparecié en International Microbiologia en septiembre de 2008 [Int.
Microbiol. 11(3):213-220, www.im.microbios.org] y merece ser consultada.

Las ideas y logros de la Microbiologia influyen en la vida cotidiana y ayudan a crear nuevas perspectivas al ciudada-
no, al mismo tiempo que permiten enfocar de manera critica y veraz el futuro del pensamiento humano. La aproxima-
cién popular de la ciencia, y la difusién de los conocimientos cientificos —como éstos tan esenciales del contagio, la
transmisidn, los medicamentos y las vacunas— deben hacerse de una manera sencilla, pero exacta, alejandose de cual-
quier explicaciéon dogmatica o magica y explicando los fenédmenos como frutos de un largo periodo de andlisis y con-
troversias a través de los cuales los cientificos se han aproximado a la realidad —y por tanto a la solucién de muchos
problemas, como la amenaza de una pandemia— como consecuencia de un largo proceso colectivo de interaccidn entre

hechos e ideas.

Ricardo Guerrero
Presidente de la Sociedad Espafiola de Microbiologia

NUESTROS GRUPQOS

Microbiologia de los alimentos

Presidente: Francisco Javier Carballo Garcia

Simposio "Resistencias antimicrobianas emer-
gentes en la cadena alimentaria"

| dia 24 de Septiembre de 2009 a las 10 de la mafiana,

Edentro del XXIlI Congreso Nacional de la Sociedad
Espafiola de Microbiologia a celebrar en la Universidad de
Almeria, tendrd lugar el Simposio "Resistencias antimicro-
bianas emergentes en la cadena alimentaria". Sera mode-
rado por el Dr. Miguel Prieto Maradona, del Departamento
de Higiene y Tecnologia de los Alimentos de la Universidad
de Ledn, y contard con las siguientes ponencias y ponen-
tes:

"Resistencias antimicrobianas: vigilancia epidemioldgica,
incidencia, tendencias, patédgenos alimentarios implica-
dos". Dr. Ernesto Liébana Criado. European Food Safety
Authority (EFSA). Parma, Italia.

"Mecanismos moleculares de las resistencias antimicrobia-
nas: avances'". Dr. Jordi Vila Estapé. Servicio de
Microbiologia, Hospital Clinico, Facultad de Medicina,
Universidad de Barcelona, Barcelona.

"Uso de antimicrobianos en la cadena alimentaria.
Implicaciones para la industria agro-alimentaria". Dra.
Rosa Maria Capita Gonzdlez. Departamento de Higiene y
Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Ledn, Ledn.

"Implicaciones de las resistencias antimicrobianas en salud
publica humana vy veterinaria". Dr. Lucas José
Dominguez Rodriguez. Departamento de Sanidad
Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad
Complutense de Madrid, Madrid.

XVII Congreso Nacional de Microbiologia de los
Alimentos

[ XVII Congreso Nacional de Microbiologia de los
Alimentos tendrd lugar, D.m., durante los dias 19, 20, 21
y 22 de Septiembre de 2010 en el Palacio de Exposiciones

de Valladolid. Correrd la presidencia de la organizacién a
cargo del Dr. David Rodriguez Lazaro, del Instituto
Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn (ITACyL).

Microbiologia de plantas

Presidente: Jesus Murillo

a tercera reunién del grupo (MiP '09) se celebrd en

Granada del 18 al 20 de febrero de 2009, organizada por
los investigadores Manuel espinosa Urgel y M? Isabel
Ramos Gonzdlez, del Depto. de Proteccidn Ambiental de la
Estacion Experimental del Zaidin. Las sesiones cientificas
se celebraron en el saldn de actos de la Estacidon
Experimental del Zaidin.

La reunidén contd con la participacion de 86 congresis-
tas, que presentaron un total de 49 comunicaciones orales
que abordaron diversos temas de interés en microbiologia
de plantas. Las sesiones y sus moderadores fueron: Bases
moleculares de las interacciones beneficiosas (moderado-
res Rafael Rivilla y M® José Soto); Estrés, mecanismos de
resistencia y adaptacién (moderadores M*José Pozo y
Alejandro Pérez); Ecologia (moderadores Nuria Gaju y
Morteza Golmohammadi); Actividad promotora del creci-
miento y control (moderadores Francisco Cazorla y Rosa
Hermosa); Patogénesis (moderadores Cayo Ramos y
Emilia Lépez-Solanilla), y Andlisis microbiano: marcadores
evolutivos y diversidad genética (moderadores Jaime
Cubero y Ramdn Penialver). Cabe destacar el gran nivel de
las presentaciones asi como la excelente labor de los
moderadores. La reunién del grupo fue clausurada por el
Director de la Estacidn Experimental del Zaidin, Nicolas
Toro, que alabd la labor del grupo y su contribucién al
avance de este campo en Espafa.

A finales de 2008 se convocaron las elecciones para la
renovacion parcial de la Junta Directiva del Grupo, corres-
pondiente a los cargos de vicepresidente, secretario y un
vocal. Dado que se presenté una Unica candidatura, la
junta directiva procedid a la proclamacidn directa de la
misma, compuesta por Pablo Rodriguez Palenzuela

47:2

Actualida dl §
SEM

Junio 2009



(Vicepresidente), Alejandro Pérez Garcia (Secretario) y
Ramon Pefialver Navarro (Vocal), que tomaron posesién
de sus cargos durante la reunidn del grupo en Granada. A
esta nueva junta directiva se ha incorporado Pablo
Rodriguez-Palenzuela, que es profesor de Bioquimica en el
Departamento de Biotecnologia de la ETS Ingenieros
Agrénomos, Universidad Politécnica de Madrid, y que
actualmente desarrolla su actividad investigadora en el
Centro de Biotecnologia y Gendmica de Plantas (UPM-
INIA), en el Campus de Montegancedo de la UPM.

Durante la inauguracion de la reunidn, el grupo dedicé
unas palabras de gratitud a la labor del Vicepresidente
saliente, Antonio de Vicente Moreno. Antonio es profesor
de Microbiologia en el Departamento de Microbiologia,
Facultad de Ciencias, de la Universidad de Mdlaga y es el
fundador e investigador principal del grupo de investiga-
cién "Microbiologia y patologia vegetal". Antonio de
Vicente ha sido el principal promotor del grupo especiali-
zado y uno de sus fundadores; participé en la comisién
gestora del grupo y ha ostentado el cargo de
Vicepresidente hasta la fecha. Durante el ejercicio de este
cargo, Antonio se ha destacado por su gran capacidad de
analisis, su excelencia cientifica y sus grandes dotes de
diplomacia; mas importante aun, Antonio ha insuflado al
grupo su buen humor y su profundo sentido de la amistad
y la lealtad, lo que ha permitido nuclear un ambiente dis-
tendido, en el que la amistad prevalece sobre otras consi-
deraciones, y muy favorable para la colaboracidn cientifi-
ca. El grupo especializado Microbiologia de plantas debe
su existencia y continuidad al excelente trabajo de
Antonio; desde aqui, y en nombre de los miembros del
grupo y de todos los que hemos disfrutado de las reunio-
nes del MiP, queremos expresar nuestro reconocimiento y
nuestro mas profundo agradecimiento a la excelente labor
de Antonio de Vicente.

Hongos Filamentosos y Levaduras
(Micologia)

Presidenta: Amparo Querol

| grupo ha organizado en este periodo el simposio

E“Nuevas perspectivas en Micologia” que tendra lugar

en el XXIl Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de

Microbiologia. Este simposio trata de agrupar los ultimos

avances en el campo de la Micologfa, tanto en el ambito de

los hongos filamentoso como de las levaduras y serd
moderado por Victoriano Garre.
Las ponencias propuestas son:

"Morfogénesis y Patogénesis de Fusarium oxysporum".
Maria Isabel Gonzalez Roncero. Facultad de Ciencias.
Universidad de Cérdoba.

"Expresion heterdéloga en levadura como modelo celular
para estudio de enfermedades humanas". Victor
Jiménez C(id. Facultad de Farmacia. Universidad
Complutense de Madrid.

"Secuenciacién de Pleurotus". Antonio Gerardo Pisabarro
de Lucas. Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agrénomos. Universidad Publica de Navarra.

"Sefalizacién en levaduras como respuesta a distintos
estreses". Joaquin Arifio Carmona. Facultad de
Veterinaria. Universidad Auténoma de Barcelona.

El grupo participara con la SEM, como en afios anterio-
res, subvencionando becas y/o premios para incentivar la
participacién de jévenes cientificos en este congreso.

Microbiologia Molecular

Presidente: Juan Maria Garcia Lobo

e acuerdo con lo previsto en la reunién mantenida en

la reunién de Cadiz, se confirma la celebracién de la
préxima reunidn del grupo especializado en Barcelona en
el afio 2010 organizada por Antonio Judrez.

Corresponde celebrar elecciones para renovacién de la
Junta Directiva del grupo, a cuyos efectos se ha nombrado
la Comisidn Electoral que ya ha puesto en marcha el pro-
ceso electoral que se prevé termine el préximo 22 de mayo
con la proclamacién de la nueva Junta.

El presidente del grupo aprovecha esta ocasién para
expresar su agradecimiento a todos los miembros de la
Junta Directiva saliente del grupo por su afecto y apoyo
incondicional, a todos los miembros del grupo por su cola-
boraciény ala SEM y su Junta Directiva con los que tenido
la suerte de compartir este periodo de "gobierno".

Gracias a todos y mis mejores deseos para la nueva
Junta Directiva del Grupo.

Protistologia

Presidente: Aurelio Serrano Delgado

omo viene sindo habitual en los ultimos congresos
SEM, el Grupo de Protistologia ha organizado un sim-
posio sobre un tema de actualidad relacionado con los pro-
tistas en el Xl Congreso Nacional de Microbiologia. Se
trata del Simposio XI, titulado Protistas como biofactorias

y biosensores microbianos, cuyos moderadores serdn Juan

Carlos Gutiérrez Fernandez (Facultad de Ciencias

Bioldgicas. Universidad Complutense de Madrid) y Aurelio

Serrano Delgado (Instituto de Bioquimica Vegetal y

Fotosintesis. CSIC-Universidad de Sevilla). Las ponencias

serdn:

“Microalgas y biocombustibles”. Miguel Garcia-Guerrero.
Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis. CSIC-
Universidad de Sevilla.

“Microalgas como biofactorias”. Emilio Molina Grima.
Facultad de Ciencias Experimentales. Universidad de
Almeria.

“Tetrahymena como biosensor celular de metales pesa-
dos: construcciones con promotores de metalotioneinas
y su validacién”. Francisco Amaro Torres. Facultad de
Ciencias Bioldgicas. Universidad Complutense de
Madrid.

“Biosensores: presente y futuro”. Emiliano Enrique Diaz
Portuondo. Centro de Biologfa Molecular Severo Ochoa-
MYGEN S.L. Madrid.

Esperamos que el simposio sea de interés tanto para
los miembros del grupo como para los asistentes al con-
greso en general.
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TESIS DOCTORALES

Epidemiologia de los Escherichia
coli verotoxigénicos de origen
ovino: estudio longitudinal y de
relaciones clonales en explota-
ciones ovinas extremenas
mediante electroforesis en
campo pulsante (PFGE).

Sergio Sanchez Prieto

Directores: Joaquin Rey Pérez y Juan
Manuel Alonso Rodriguez.
Unidad de Patologia Infecciosa vy
Epidemiologia, Departamento de Sanidad
Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad
de Extremadura (UEX).

os Escherichia coli verotoxigénicos (ECVT)
Lson importantes patégenos emergentes
para los seres humanos, responsables de graves
procesos patolégicos como la colitis hemorragi-
ca o el sindrome urémico hemolitico. En los ulti-
mos afios se ha detectado un gran nimero de
brotes, mayoritariamente en paises anglosajo-
nes y Japdn, aunque existen referencias tam-
bién en nuestro pais. Si bien esta claramente
establecido que el ganado bovino y los peque-
fios rumiantes constituyen su principal reservo-
rio, de forma que el consumo de alimentos con-
taminados a partir de heces de animales porta-
dores, en particular carne, leche y vegetales, es
su principal via de transmisién, apenas existe
informacion acerca de la colonizacién de mane-
ra natural de los ovinos por ECVT durante largos
periodos de tiempo y de su ecologia en las pro-
pias explotaciones.

Para abordar estos aspectos, se estudi6 la
evolucién de la prevalencia de ECVT en mues-
tras fecales de ganado ovino tomadas mensual-
mente en 12 explotaciones de La Serena
(Extremadura) a lo largo de 1 afio, entre noviem-
bre de 2003 y octubre de 2004. Se aislaron ECVT
en el 74,1% del total de muestras analizadas,
98,6% de los animales examinados y 100% de las
explotaciones de procedencia, confirmando
que el ganado ovino es un importante reservo-
rio de ECVT potencialmente patégenos para
seres humanos. El ECVT O157:H7 sélo se aislé
puntualmente en 2 muestras. Sin embargo, la
prevalencia de ECVT no-O157 observada en los
sucesivos muestreos mensuales se mantuvo
entre el 65,9y el 81,9% a lo largo de todo el afio,
por lo que no se observé ningtin patrén estacio-
nal en la infeccién del ganado ovino.

Con objeto de completar el estudio de
seguimiento longitudinal y analizar las rela-
ciones clonales existentes entre aislados del
mismo serogrupo, se determind el antigeno O
de los aislados de las 4 explotaciones mas rep-
resentativas. Entre ellos, se subtiparon medi-
ante PFGE los 285 aislados de los serogrupos
05, 087, 091, 0146, 0166 y 0176, todos ellos
serogrupos frecuentes entre los ECVT ovinos y
presentes en muchos casos entre los ECVT
humanos. Se observé una considerable diversi-
dad genética entre los aislados de cada sero-

grupo, con numerosos perfiles de PFGE difer-
entes dentro de cada una de las explotaciones.
La mayoria de los clones se circunscribieron a 1
Unica explotacién, con escasas excepciones.
Aunque dentro de cada explotacidn se detec-
taron numerosos clones, algunos fueron clara-
mente mas prevalentes y se aislaron en distin-
tos animales. Se puso de manifiesto la persis-
tencia de determinados clones en las explota-
ciones durante periodos de hasta 11 meses, ais-
lados consecutivamente hasta en 9 muestreos
sucesivos. En los animales, individualmente, se
pudo constatar asimismo la persistencia de
clones concretos, con periodos de eliminacion
de hasta 9 meses, que se tradujo, sin embargo,
en un patrén de eliminacién intermitente en la
mayoria de los casos, observandose en muchos
de los animales la persistencia simultanea a lo
largo del afo de 2 ¢ incluso 3 clones
pertenecientes a serogrupos diferentes. La
transmision horizontal de estos clones entre
animales habria permitido su diseminacién v,
por tanto, el mantenimiento de la infeccién en
las explotaciones.

Validacion de técnicas de elec-

troforesis bidimensionales para

el estudio del proteoma y com-

plexoma de membrana externa
de Neissseria meningitidis

Ana Abel Souto
Directores: Sandra Sanchez Poza y
Ma Teresa Criado Alvarez.
Departamento de Microbiologia.
Facultad de Farmacia. Universidad de
Santiago de Compostela.

a separacion analitica de las proteinas de la
membrana externa bacteriana es esencial
para la identificacion de candidatos adecuados
para el desarrollo de vacunas pero hay que
tener en cuenta que en muchos casos, la inmu-
nogenicidad de las mismas dependera de que
éstas se expresen en su forma nativa, lo que
hace necesaria la utilizaciéon de métodos no des-
naturalizantes, tal como es el caso de la electro-
foresis Blue-Native (BN). Para este objetivo ana-
litico, se utiliza frecuentemente la electroforesis
monodimensional en geles de poliacrilamida
conteniendo dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE)
ylo la electroforesis bidimensional en conjun-
cién con isolectroenfoque (IEF/ SDS-PAGE).
Independientemente del método que se utilice,
el primer paso necesario es el enriquecimiento,
pues las protefnas de membrana constituyen
una parte reducida del proteoma de la célula 'y
debido a ello no pueden ser analizadas facil-
mente mediante métodos que consideren el
total de las proteinas presenten en la misma. En
el caso de N. meningitidis se aprovecha la capa-
cidad de la bacteria para producir OMVs consti-
tuidas principalmente por membrana externa.
En este estudio hemos evaluado la utilidad
de tres técnicas electroforéticas bidimensiona-

les diferentes para el andlisis del proteoma y
complexoma de membrana externa de
Neisseria. La evaluacién de las relaciones exis-
tentes entre las distintas proteinas es importan-
te desde el punto de vista inmunoldgico, pues
su unién puede determinar la formacién de epi-
topos conformacionales o compartidos.

La 2D SDS-PAGE (electroforesis bidimensio-
nal diagonal) utilizando diferentes tratamientos
en cada dimensién ha demostrado ser un méto-
do rapido, simple y fiable tanto para la detec-
cién de complejos multiproteicos , como para
estudiar la disociacién de proteinas inducidas
por temperatura o los cambios conformaciona-
les debidos a la misma.

El andlisis mediante 2D BN/SDS-PAGE permi-
te determinar la composicién de los complejos
de membrana en condiciones nativas, pues se
trata de un sistema electroforético no desnatu-
ralizante, que posibilita el estudio funcional de
los complejos una vez separados.

La técnica 2D IEF/SDS-PAGE excluye del ana-
lisis proteico de la membrana externa de
Neisseria aquellas con tendencia a formar com-
plejos y ademds en el caso de algunas proteinas
mayoritarias, la técnica detecta numerosas iso-
formas que en realidad son artefactos, lo que
nos lleva a concluir que no es la mas adecuada
para el estudio de la membrana externa si bien
los mapas proteicos de Neisseria lactamica y
Neisseria meningitidis obtenidos, nos permite
establecer que existe un grado de similitud
entre ambas especies comparable al observado
entre cepas de Neisseria meningitidis.

Tanto la electroforesis 2D dSDS/SDS-PAGE
como la 2D BN/SDS-PAGE han resultado ser téc-
nicas muy Utiles y sencillas para la deteccién y
analisis de complejos de proteinas de membra-
na externa. Ademds, la primera de ellas permite
una dptima deteccién y resolucidn de proteinas
con movilidad dependiente de la temperatura
como es el caso de las proteinas de opacidad
(Opa) de Neisseria.

En desacuerdo con la estructura homoméri-
ca propuesta para los poros de Neisseria menin-
gitidis, los resultados de las electroforesis 2D
dSDS/SDS-PAGE y BN/SDS-PAGE permite con-
cluir que los complejos de porinas meningocdci-
cas de membrana externa presentes en condi-
ciones naturales en las cepas salvajes de esta
especie, estdn formados por heterémeros de
PorA 'y PorB y, en menor cantidad, por homé-
meros de PorB. Las asociaciones homomeéricas
de PorA Unicamente de detectan en las cepas
mutantes carentes de PorB.

Finalmente, postulamos que el sistema
bésico de transporte de Neisseria meningitidis
estarfa constituido por poros mixtos de
PorA/PorB cuyo funcionamiento estaria com-
plementado por la unién transitoria de distintas
proteinas, entre ellas la RmpM, en funcién de
las necesidades de transporte especificas de
cada momento del ciclo celular. Por tanto, las
dos porinas de Neisseria meningitidis podrian
constituir un entramado dindmico de poros
cuya composicion seria variable a lo largo del
tiempo y en funcién de las necesidades de las
bacterias.
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Contribucion del regulén Rcs a la
virulencia de Salmonella:
analisis genético y molecular

Clara Beatriz Garcia Calderon
Directores: Francisco Ramos Morales
y Josep Casadesus Pursals.
Departamento de Genética, Facultad
de Biologia. Universidad de Sevilla.

almonella es un patégeno intracelular que
Scausa enfermedad sistémica, gastroenteritis
o aborto. La virulencia de muchas bacterias
patégenas estd mediada por sistemas de dos
componentes, que transmiten estimulos exter-
nos, generando una respuesta especifica. El sis-
tema Rcs es un sistema de dos componentes
formado por las proteinas de membrana inter-
na, ResC y ResD, y el regulador de respuesta
RcsB, que es un factor transcripcional. Se sabe
que mutaciones en determinados genes, como
igaA, conllevan la activacién del sistema. Este
gen es esencial, y mutaciones viables en el
mismo atenudan la virulencia de Salmonella. El
objetivo de este trabajo fue el estudio del regu-
I6n IgaA-Rcs.

Inicialmente se obtuvo una bateria de
mutantes rcsC con activacion constitutiva del
sistema. Se caracterizaron once mutaciones,
todas en la porcidn citopldsmica de la proteina.
La mayoria eran dominantes, excepto dos,
situadas en el dominio receptor de la proteina.
Los distintos mutantes eran mucosos, inmdviles
y exhibian diferentes grados de activacién del
sistema Rcs. Ensayos de infeccién en ratones
demostraron que todos los mutantes estaban
muy atenuados, y que la atenuacién correlacio-
naba con el grado de activacién del sistema. Los
fenotipos de estos mutantes eran suprimidos
por mutaciones en el gen rcsB. Mutaciones en
gmm o rcsA (implicados en la sintesis de capsula
de acido colanico) suprimian parcialmente la avi-
rulencia del mutante rcsC constitutivo, lo que
sugiere que la sobreproduccién de capsula des-
empefa un papel negativo en la virulencia de
Salmonella.

Se generd una coleccidn de fusiones trans-
cripcionales lacZ aleatorias en el cromosoma de
Salmonella, y se comparé la expresion en condi-
ciones de alta y baja activacidn del sistema Rcs.
Asi se identificaron trece genes regulados por
Rcs, algunos especificos de Salmonella como los
del operdn srfABC, cuyos productos se habian
descrito como posibles efectores de un sistema
de secrecién de tipo Ill. Ensayos de secrecion
indicaron que la proteina SrfC podia ser secreta-
da por este mecanismo. El estudio de este ope-
rén indicé que estaba regulado negativamente
tanto por el sistema Rcs como por el sistema
PhoPQ, lo que nos hizo plantearnos que existie-
se una relacién mas amplia entre ambos regulo-
nes. Los ensayos en ratones con mutantes
dobles y simples demostraron que, en efecto,
existia un solapamiento parcial entre ambos
regulones en las funciones de virulencia

En la dltima parte de la tesis realizamos un
estudio del gen igaA en el que caracterizamos el
punto de inicio de la transcripcién y demostra-
mos que igaA es el primer gen de un operén
compuesto por cuatro genes cuya transcripcion
es dependiente del factor sigma-70. Mediante

un escrutinio genético basado en fusiones
igaA:lacZ, encontramos que este operdn estd
regulado a nivel transcripcional por la proteasa
Lon y por el regulador de respuesta MviA.
Experimentos adicionales demostraron que
MvViA controla la transcripciéon de igaA por
medio de RpoS y que ejerce ademas un control
postranscripcional sobre rcsB, por una via inde-
pendiente de IgaA, RpoS y RcsC.

Valoracién cuantitativa de ries-
gos microbiolégicos: aplicacion
a listeriosis y alimentos listos
para consumo

Victoria Garrido
Directoras: Isabel Garcia Jalén-De la
Lama y Ana Isabel Vitas Peman.
Departamento de Microbiologia y
Parasitologia. Universidad de Navarra.

arantizar la seguridad alimentaria continua
Gsiendo un reto para los gestores y responsa-
bles de las Administraciones Publicas, debido,
entre otros aspectos, a la globalizacién y a la
répida distribucién a nivel internacional de los
alimentos. Listeria monocytogenes es uno de los
patégenos de transmisiéon alimentaria que ha
despertado mayor interés en los Ultimos afios
por la grave sintomatologia que la enfermedad
produce en los grupos de poblacién de riesgo
(ancianos, personas con inmunodepresion y
mujeres embarazadas). Ademas, aunque en la
transmisién del microorganismo pueden estar
implicados diferentes grupos de alimentos, son
los denominados listos para consumir o ready-
to-eat (RTE) los que potencialmente represen-
tan un mayor riesgo para contraer la enferme-
dad, debido a la gran aceptacién que tienen en
la sociedad actual, su almacenamiento en refri-
geracion que permite el desarrollo del patégeno
psicréfilo y a que no requieren cocinado antes
de su consumo.

Una de las herramientas utilizada por los
gestores para conocer y controlar posibles efec-
tos nocivos sobre la salud de los consumidores
es la Valoraciéon de Riesgos (Risk Assessment).
Debido al incipiente desarrollo de la metodolo-
gia de Valoracidn de Riesgos Microbioldgicos en
Espafia, el objetivo principal de este trabajo ha
sido el desarrollo de un modelo de riesgo de lis-
teriosis aplicado a nivel regional (Comunidad
Foral de Navarra) con el fin de desarrollar una
herramienta que pueda servir de referencia para
utilizarse en dmbitos mas amplios. Para ello, fue
necesaria la obtencién de datos de las diferen-
tes etapas de la valoracién del riesgo: identifica-
cién y caracterizacion del peligro, valoraciéon de
la exposicién y caracterizacion del riesgo.

El modelo desarrollado describe la probabi-
lidad de contraer listeriosis por consumo de pes-
cados ahumados y cdrnicos cocidos loncheados,
productos en los que la concentracién del paté-
geno puede aumentar seguin el tiempo transcu-
rrido entre la adquisiciéon y el consumo. Los
datos primarios fueron obtenidos en diferentes
estudios y seguimientos realizados en Navarra
entre 2003 y 2007. La incidencia media de liste-
riosis en esta Comunidad fue de 0,9/100.000
habitantes, siendo las personas ancianas

(46,4%) mayores de 60 afos y las mujeres emba-
razadas (39,3%), los grupos mas afectados. El ali-
mento en el que con mayor frecuencia se aislé el
patégeno fue el pescado ahumado (25% de las
muestras positivas), seguido de los carnicos
cocidos loncheados adquiridos a granel (8,5%).
Ademas, el 76,7% de las personas entrevistadas
admitié consumir este ultimo grupo de produc-
tos, incluidos ancianos y embarazadas. En cuan-
to a las condiciones de almacenamiento post-
venta, el 69,7% de los refrigeradores domésticos
presentaron temperaturas superiores a 6°C,
permitiendo el rapido crecimiento del patdge-
no. Los modelos de prediccién desarrollados
para cada uno de los alimentos investigados,
estimaron un mayor nimero de casos de liste-
riosis por afio por consumo de jamén cocido,
especialmente en su presentacién a granel. El
estudio de diferentes escenarios ha demostra-
do que el descenso de la temperatura de refri-
geracion durante toda la vida util del producto
(incluido el almacenamiento en el hogar), es el
factor clave para reducir el riesgo de listeriosis.
Debido a la amplia aceptacién de los carnicos
cocidos loncheados adquiridos a granel se con-
sidera importante informar a los consumidores
acerca del potencial riesgo de contraer listerio-
sis y de las medidas preventivas que deberian
seguir para prevenirlo, poniendo especial énfa-
sis en los grupos de personas ancianas y emba-
razadas. Teniendo en cuenta el aumento de la
incidencia de la enfermedad observado en este
dltimo grupo, se propone incidir en el diagndsti-
co temprano de la enfermedad, siendo reco-
mendable la investigacién de los episodios febri-
les y gastrointestinales de las mujeres gestantes
en cualquier etapa del embarazo.

A study on the role of phos-
phatidylcholine and inner
lipopolysaccharide sections in
Brucella virulence

Raquel Conde Alvarez
Directores: Maite Iriarte Cilveti e
Ignacio Moriyon Uria.
Departamento de Microbiologia y
Parasitologia. Universidad de Navarra.

Bruce”a are gram-negative bacteria that
cause brucellosis. The role of phosphatidyl-
choline (PC) (eukaryotic phospholipid absent
from most prokaryotes but present in Brucella),
lipopolysaccharide core and phosphatase genes
possibly involved in envelope remodeling in B.
abortus virulence was investigated. Evidence
was found that pcs and pmtA (encoding
enzymes of the possible PC biosynthetic routes)
are functional under different conditions. PC
was necessary for full virulence, and Pcs and
PmtA possibly have complementary roles in
vivo. A mutant in homologue of IpcC (Rhizobium
leguminosarum core glycosyltransferase) lacked
part of the lipopolysaccharide core but kept the
0O-chain, was sensitive to normal serum and bac-
tericidal peptides and attenuated in dendritic
cells, inducing their maturation and high TNFa
and IL-12 levels. The mutated LPS reproduced
these effects and had a higher binding to MD-2.
In mice, the mutant was attenuated and elicited
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intense protective immunoresponses, showing
that core mutants are promising brucellosis
vaccines. B. abortus genes IpxE1 and IpxE2
(homologous to IpxE and IpxF of bacteria that
partially dephosphorylate lipid A) were under
control of BvrR/BvrsS, a regulator of Brucella vir-
ulence that modulates sensitivity to bacterici-
dal peptides. However, IpxE1 and IpxE2 mutants
were not attenuated and, although mutant
IpxE-1 was peptide sensitive, its lipopolysaccha-
ride was similar to wild type in lipid A phospho-
rylation and MD-2 interaction. It is proposed
that LpxE1 acts by dephosphorylating an unde-
termined envelope lipid, thereby contributing
to peptide resistance in B. abortus. The results
of this thesis complement previous results
showing the critical importance of envelope
molecules in Brucella virulence.

Identificacion y caracterizacion
de genes de osmoadaptacion en
Rhizobium y de su papel en
simbiosis con leguminosas

Ana Dominguez Ferreras
Directores: Juan Sanjuan Pinilla y
Maria José Soto Misffut.
Departamento de Microbiologia del
Suelo y Sistemas Simbidticos. Estacion
Experimental del Zaidin. CSIC. Granada.

ste trabajo de tesis doctoral tuvo como obje-

tivo general el estudio de mecanismos de
adaptacién a estrés osmdtico en rizobios. Para
ello se llevé a cabo por una parte una aproxi-
macién global, mediante la determinacion del
transcriptoma de Sinorhizobium meliloti 1021 en
respuesta a la aplicacién de NaCl y sacarosa a
varias concentraciones (Dominguez-Ferreras et
al., 2006). Los resultados mostraron que estas
condiciones provocaban la induccién de
numerosos genes de funcién desconocida,
mientras que se reprimian muchos genes que
codifican proteinas de funcién conocida.
Ademas, la mayoria de los genes de S. meliloti
1021 que se sobreexpresan en respuesta a un
choque osmdtico se encuentran localizados en
los plasmidos simbidticos, especialmente en el
pSymB, mientras que los genes reprimidos
fueron mayoritariamente cromosémicos.

Por otra parte, se realizé una aproximacion
genética al estudio de mecanismos conocidos
de adaptacién a estrés hiperosmdtico en dos
rizobios modelo (S. meliloti 1021 'y
Mesorhizobium loti MAFF303099): captacion de
potasio y sintesis de trehalosa. Se determind la
presencia de 4 posibles sistemas de transporte
de potasio en S. meliloti 1021 (Kup1, Kup2, Kdp y
Trk) y de 3 en M. loti MAFF303099 (Kup1, Kup2
y Kdp). En S. meliloti 1021, Trk resultd ser el prin-
cipal sistema implicado en adaptacién a estrés
osmotico. Ademds, la presencia de Trk o Kup1
es necesaria para el crecimiento de la bacteria
en condiciones de laboratorio y es también
importante durante el establecimiento de sim-
biosis con alfalfa (Dominguez-Ferreras et adl.,
2009). Por otra parte, en M. loti, carente de un
sistema Trk, los sistemas Kup son necesarios
para el crecimiento de la bacteria y para su
adaptacién a estrés osmdtico en condiciones

de laboratorio. En ambas especies de rizobios
el sistema Kdp adquirid relevancia durante la
adaptacién a estrés osmdtico a bajas concen-
traciones de potasio.

Por ultimo, se establecié la presencia de
tres posibles sistemas de sintesis de trehalosa
codificados en el genoma de S. meliloti 1021
(OtsA, TreYZ y TreS), y de uno (OtsAB) en M.
loti MAFF303099. El sistema OtsAB de M. oti se
encuentra implicado en la acumulacién de este
compuesto durante la adaptacién de la bacteria
a elevadas concentraciones de solutos. En S.
meliloti, la acumulacién de trehalosa necesaria
para una correcta osmoadaptacién depende
principalmente de OtsA, aunque los otros sis-
temas, especialmente TreS, también estan
implicados en este proceso. Ademds, la expre-
sion de los genes que codificaban los tres sis-
temas se induce en respuesta a un choque
osmatico. Nuestros resultados indicaron que la
presencia de al menos un sistema de sintesis de
trehalosa es importante en S. meliloti 1021y M.
loti MAFF303099 para el establecimiento de
simbiosis con leguminosas. Asi, la ausencia de
OtsAB provocé una disminucién de la infectivi-
dad de M. loti MAFF303099 y de su eficiencia
simbidtica, mientras que en S. meliloti 1021 la
carencia de los tres sistemas descritos fue
causa de una menor competitividad para la
nodulacidn.

Dominguez-Ferreras et al. 2006. J. Bacteriol.
188: 7617-7625.

Dominguez-Ferreras et al. 2009. J. Bacteriol. 191
(en prensa; doi:10.1128/JB.01567-08).

Seleccion y caracterizacion de
bacterias con actividad de bio-
control de Rosellinia necatrix
Prill. en aguacate

Maria Angeles Gonzalez Sanchez
Directores: Rosa M. Pérez Jiménez,
Francisco M. Cazorla Lopez y
Antonio de Vicente Moreno.
Instituto Andaluz de Investigacion y
Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA)
y Departamento de Microbiologia de
la Universidad de Malaga, y presenta-
da en esta ultima institucion.

osellinia necatrix Prill. es el agente causal de

la podredumbre blanca radicular, enferme-
dad limitante del cultivo del aguacate en
Andalucia. El control biolégico de esta enfer-
medad mediante la incorporacién de microor-
ganismos de suelo como agentes de control
bioldgico se presenta como un sistema alterna-
tivo o complementario a los actuales métodos
de lucha. El objetivo principal de este trabajo
fue la seleccién de cepas bacterianas con
potencial capacidad de biocontrol frente a esta
enfermedad mediante una estrategia basada
en el andlisis directo de la proteccién de la plan-
ta de aguacate, evitando de esta forma una pre-
seleccién basada en mecanismos de biocontrol
concretos, como el antagonismo o coloniza-
cién de raiz, que recientemente habian sido uti-
lizados en otros trabajos previos. Para abordar
este estudio se generd una coleccién de bacte-

rias a partir de muestras de raiz y suelo de arbo-
les situados en diversas fincas de aguacate
andaluzas. Un total de 143 aislados representa-
tivos de la coleccién fueron evaluados en una
primera fase de ensayos de biocontrol que utili-
zaron plantulas de aguacate procedentes de
embriones germinados in vitro y un bajo niime-
ro de réplicas, resultando en la seleccién de 22
aislados candidatos con potencial biocontrol. Al
total de candidatos se les analiz6 el espectro de
antagonismo frente a diversos patdgenos de
suelo y diversas propiedades relacionadas con
el biocontrol tales como: produccién de sustan-
cias antimicrobianas, colonizacién y persisten-
cia en raiz, tipos de movilidad, persistencia en
suelo y actividad promotora del crecimiento
vegetal. Adicionalmente, los aislados candida-
tos fueron de nuevo evaluados en una segunda
fase de experimentos de biocontrol que utiliza-
ron pldntulas de aguacate clonales micropropa-
gadas y un mayor nimero de réplicas. De estos
ensayos se seleccionaron por su efecto protec-
tor de la enfermedad las cepas P. fluorescens
CB32, P. chlororaphis CB254, P. fluorescens
CB306 y B. subtilis CB115. Todas las cepas selec-
cionadas inhibian in vitro a diversos patégenos
de suelo incluyendo en el caso de las cepas
CB32, CB115 y CB254 a R. necatrix. De esta
observacidn se pudo concluir que una estrate-
gia de seleccién basada en el antagonismo in
vitro frente al patégeno, hubiera rendido un
nimero muy similar de bacterias con la capaci-
dad para controlar a R. necatrix a la estrategia
de seleccién directa in planta utilizada en este
trabajo. El andlisis de los tipos y nimero de
mecanismos de biocontrol exhibidos por las
cepas que protegian y que no protegian permi-
tid deducir que probablemente no existe un
mecanismo universal ni determinante en la
capacidad de biocontrol y que ésta capacidad
es polifasica, siendo por tanto alcanzada por la
combinacién de varios mecanismos. En experi-
mentos con plantas adultas de aguacate
comerciales bajo condiciones de invernadero
se observd que la cepa B. subtilis CB115 y P. fluo-
rescens CB32 redujeron el desarrollo de la
podredumbre blanca radicular, aunque la con-
sistencia en la eficacia del biocontrol fue mayor
en el caso de la cepa CB115.

Identificacion de bacterias del
género Vibrio asociadas al culti-
vo de la almeja. Caracterizacion

y patogénesis.

Roxana Beaz Hidalgo
Directores: Jesus L. Romalde y
Susana Prado.

Departamento de Microbiologia y
Parasitologia. Facultad de Biologia.
Universidad de Santiago de
Compostela.
Algunas especies del género Vibrio son
importantes patégenos bacterianos que
afectan al cultivo de moluscos bivalvos. Las
patologias causadas por vibrios en moluscos se
conocen desde los afios 60, sin embargo son

escasos los estudios sistematicos y en profun-
didad en especies de bivalvos distintos de la

47:6

Actualida dl §
SEM

Junio 2009



ostra plana (Ostrea edulis) o americana
(Crassostrea virginica). Debido a los sucesivos
episodios de altas mortalidades en poblaciones
de almeja cultivada registrados en los ultimos
afios en Galicia se hace necesario el estudio de
la microbiota asociada con el fin de detectar
posibles nuevos patégenos limitantes para el
cultivo de este molusco bivalvo.

Los muestreos realizados a lo largo de 18
meses en 4 zonas geograficas distintas de
Galicia demostraron una variacién estacional en
la carga bacteriana de las poblaciones de alme-
ja cultivada (Ruditapes philippinarum 'y
Ruditapes decussatus). Como era de esperar se
observd un claro incremento en los niveles de
bacterias totales y de vibrios en los meses mds
cdlidos. Se aislaron un total de 768 vibrios. La
caracterizaciéon bioquimica y fisiolégica permi-
tié una identificacién preliminar de los aislados,
agrupados en diversos fenones segun sus perfi-
les. Los datos fenotipicos revelaron una gran
diversidad de especies dentro del género, aun-
que hubo una clara dominancia de aislados del
grupo V. splendidus constituyendo el 54% del
total de las cepas. Otras especies abundantes
fueron V. lentus, V. alginolyticus, V. diazotrophi-
cus y V. aestuarianus.

Se seleccionaron 145 aislados representati-
vos de los grupos fenotipicos para obtener una
identificacion mas exacta mediante caracteriza-
cién molecular. La técnica de polimorfismos de
amplificacion del DNA (AFLP) reveld la presen-
cia de diversidad especifica y permitié esclare-
cer la identificaciéon de muchos aislados que
estaban enmascarados en el grupo de V. splen-
didus por la identificacién fenotipica. Se obser-
v6 que los datos de la identificacion fenotipica
y genética tan sélo coincidieron en un 29,82%
posiblemente debido a la gran variabilidad
intraespecifica en muchas pruebas y a la falta
de pruebas claras para diferenciar entre espe-
cies. Hoy se considera necesario recurrir a un
sistema de clasificacién e identificacion bacte-
riana basado en datos genéticos.

El 60,7% de los vibrios analizados por AFLP
no lograron ser identificados a nivel de especie
lo que apuntaba a la posible existencia de nue-
vas especies en el género. Se seleccionaron los
8 clusters no identificados de AFLP con mayor
numero de aislados, y se procedié a un estudio
filogenético basado en la amplificacién del gen

16S rRNA y cuatro genes housekeeping: recA,
rpoA, pyrH y atpA. Los datos de la técnica de
andlisis de secuencias multilocus (MLSA) reve-
laron la existencia de 8 posibles nuevas espe-
cies dentro de la Familia Vibrionaceae, 6 en la
rama filogenética de V. splendidus, 1 en la rama
de V. halioticoli y 1 en la rama de Aliivibrio fis-
cheri.

Una completa descripcién bioquimica, los
andlisis filogenéticos de los 5 genes y los datos
aportados por hibridacién DNA-DNA permitie-
ron la definicion de tres nuevas especies: Vibrio
breoganii sp. nov., Vibrio gallaecicus sp. nov. y
Aliivibrio finisterrae sp. nov.

Los andlisis filogenéticos situaron a la espe-

cie V. breoganii en el grupo de V. halioticoli, sien-
do las especies mds cercanas V. comitans, V.
rarus y V. inusitatus. Las células son pequefios
bacilos inmdviles que carecen de flagelo. Esta
compuesta por 7 aislados fenotipicamente
homogéneos con diferencias principalmente en
la fermentacidn de azlcares. Los genes atpA'y
pyrH demostraron ser los mejores candidatos
para diferenciar V. breoganii de las especies mas
cercanas. Se observé una variabilidad intraes-
pecifica en los perfiles de ERIC-PCR, sin embar-
go los perfiles de REP-PCR presentaron altos
porcentajes de similitud. La cepa tipo de V. bre-
oganii es RD 15.11T (= CECT 7222 T = LMG 23858
T) aislada de almeja fina (R. decussatus).
Los datos del MLSA situaron a la nueva especie
V. gallaecicus dentro del grupo polifilético V.
splendidus. La especie estd compuesta por tres
aislados fenotipicamente homogéneos. Todos
los genes secuenciados menos el atpA situaron
alos aislados de V. gallaecicus en una rama inde-
pendiente del resto de las especies del grupo.
Las secuencias concatenadas de los genes
situaron a V. gallaecicus cerca de V. chagasii, la
especie mds distante del grupo. Los porcenta-
jes de similitud en el gen 16S rRNA con las espe-
cies cercanas fueron inferiores al 97,3%. El gen
recA es el mas discriminativo para diferenciar la
nueva especie de sus congéneres filogenéticos.
Los tres aislados presentaron variabilidad
intraespecifica en los perfiles obtenidos
mediante ERIC y REP-PCR. La cepa tipo de V.
gallaecicus es VB 8.9T (=CECT 7244T = LMG
24045T) aislada de almeja japonesa.

El grupo de Aliivibrio finisterrae esta com-
puesto por 4 cepas de las cuales una se diferen-

cia claramente desde el punto de vista fenotipi-
co, como en la prueba de hidrdlisis de la urea
que es negativa para esta cepa. El congénere
filogenético mds cercano es A. wodanis con un
98,1% de similitud en el gen 16S rRNA, aunque
los genes recA y atpA sitian la especie mas de
cerca de A. fischeri y A. salmonicida respectiva-
mente. En este caso el gen mas discriminativo
es el recA. La cepa tipo de A. finisterrae es CMJ
1147 (= CECT 7228T = LMG 23869T) aislada de
almeja japonesa (R. philippinarum).

En todos los casos, la técnica de MLSA y
secuencias concatenadas de varios genes ofre-
cié una mayor fiabilidad y solidez que la utiliza-
cidn utilizacion de un solo gen para la determi-
nacidn de la posicién filogenética de las espe-
cies descritas.

El estudio de los productos extracelulares
(ECP) de 57 cepas previamente caracterizadas
por AFLP demostrd, en general, una baja activi-
dad enzimatica y alta variabilidad en los perfiles
que no se pudieron relacionar con los clusters
de AFLP. La mayor citotoxicidad en lineas celu-
lares correspondid a cepas con ECPs con mayor
actividad enzimética y concretamente proteoli-
tica. Las cepas identificadas que mostraron
mayor citotoxicidad fueron V. crassostreae, V.
chagasii, V. cyclitrophicus y V. diabolicus. En la
cepa RD 8.15 (V. splendidus-like) de uno de los
grupos mayoritarios de AFLP no identificados
se detectaron actividades enzimdticas en los
ECP asi como una destruccién total en la linea
celular SAF-1y ademas mostrd virulencia en los
ensayos de infeccién via intravalvar en almeja
adulta. En el anlisis realizado de los ECP se
observé actividad citotdxica en casi todas las
cepas, sin embargo las cepas tipo de las tres
nuevas especies y las 4 cepas de Vibrio sp. per-
tenecientes a los grupos de AFLP no identifica-
dos no resultaron virulentas en los ensayos rea-
lizados in vivo en larvas de almeja japonesa, ni
en inoculaciones por bafio en almeja adulta.

El presente trabajo ha confirmado laimpor-
tancia de los métodos moleculares en la identi-
ficacion de especies de Vibrio. Los datos obte-
nidos por AFLP sefalan la existencia de nume-
rosas especies dentro de este género ain no
descritas. Futuros estudios sobre las cepas des-
critas en esta memoria llevaran probablemente
a la descripcidn de nuevas especies bacterianas
dentro del género.

apropiado también.
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Centro de presentacién (si es distinto) y Resumen (maximo, unas 500 palabras). El resumen que se envia a la base de datos Teseo es
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“Métodos rapidos y automatizacion
en microbiologia alimentaria’

(http

uiro.uab.cat/workshopMRAMA)

Marta Capellas Puig y Josep Yuste Puigvert Universitat Autonoma de Barcelona

el 25 al 28 de noviembre de 2008, tuvo lugar el VIl

workshop sobre Métodos rapidos y automatizacion en
microbiologia alimentaria (MRAMA), en la sala de actos de
la Facultad de Veterinaria de la Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB; Bellaterra, Cerdanyola del Valles), dirigido
por los Drs. Marta Capellas Puig y Josep Yuste Puigvert,
profesores de Ciencia y tecnologia de los alimentos, y
organizado por el Centre Especial de Recerca Planta de
Tecnologia dels Aliments (CERPTA) y el Departamento de
Ciencia animal y de los alimentos de la UAB. Celebrado
anualmente, el workshop MRAMA, de un contenido aplica-
do y de futuro, amplia y difunde los conocimientos tedri-
cos y practicos sobre métodos innovadores para detectar,
contar, aislar y caracterizar rapidamente los microorganis-
mos habituales en los alimentos y el agua.

Como cada afio, el ponente principal fue el profesor Dr.
Daniel Y. C. Fung, de la Kansas State University (KSU;
Manhattan, Kansas, EUA). El Dr. Fung es catedratico de
Ciencia de los alimentos del Department of Animal Sciences
and Industry; su especialidad es la microbiologia de los ali-
mentos y, dentro de este campo, es un cientifico de pres-
tigio internacional en el ambito de los métodos rapidos y
miniaturizados y la automatizacién. Ademas, es director
del workshop internacional sobre Métodos rapidos y
automatizacion en microbiologia, que también tiene lugar
anualmente en Manhattan, KS y que cumplié su 28° edi-
cién el pasado junio. Ganador del Premio Internacional del
Institute of Food Technologists (IFT) en 1997, por la organi-
zacidon de esta serie Unica de workshops internacionales; el
Premio al Mejor Educador Waksman de la Society for
Industrial Microbiology en 2001; el Premio a la Excelencia
en la Docencia Universitaria del College of Agriculture dela
KSU en 2005; el Premio Carl R. Fellers del IFT en 2006, por

su excepcional trayectoria en Ciencia y tecnologia de los
alimentos; y el Premio Inaugural al Mejor Educador en
Seguridad Alimentaria de la revista Food Safety y ConAgra
Foods Inc en 2007, por su carrera docente: mas de 18.000
alumnos y director de 104 estudiantes graduados (33 doc-
torados y 71 masters). Editor asociado sénior de Journal of
Rapid Methods and Automation in Microbiology. Miembro
de honor de la American Academy of Microbiology, el IFT y
la International Academy of Food Science and Technology.
En 1995, fue invitado a dar una conferencia en el Instituto
Pasteur de Paris (Francia) con motivo de la conmemo-
raciéon del 100° aniversario de la muerte de Louis Pasteur.
El Dr. Fung tiene, pues, una larga experiencia en el tema
del workshop, lo que permitié ofrecer ponencias de gran
calidad, de contenidos muy ricos y completos sobre las
diversas disciplinas de la microbiologia alimentaria. De
hecho, al Dr. Fung, también se le conoce como el “padre”
de los métodos microbioldgicos miniaturizados, porque en
este campo fue pionero y actualmente es uno de los inves-
tigadores mas expertos y especializados del mundo, y ha
ensayado con resultados positivos y ha aportado un alto
nimero de técnicas innovadoras. Indudablemente, su
presencia fue muy provechosa, y contribuydé a un buen
aprendizaje de los métodos microbiolégicos mas recientes
y eficaces.

El workshop conté con otros conferenciantes de
renombre. Se encargd de la ponencia inaugural la Dra.
Cécile Lahellec, directora honoraria de investigacién de la
Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments
(AFSSA), en Alfort (Francia), que informd exhaustivamen-
te sobre la implementacion de la Seguridad alimentaria
mediante los métodos aplicados en Microbiologia alimen-
taria. El Dr. Armand Sanchez Bonastre, director del
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Servicio veterinario de genética molecular de la UAB y pro-
fesor de nuestro Departamento, hablé sobre la técnica de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), método
genético puntero para la deteccién y la identificacion
microbioldgicas. El Dr. Daniel Ramén Vidal, profesor de
investigacion en el Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de Alimentos (IATA) del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), en Burjassot, transmitid
a los asistentes sus amplios conocimientos sobre el desa-
rrollo, el uso y la deteccién de alimentos transgénicos, y la
nutrigenética y la nutrigendmica en alimentacion. La Sra.
Cristina Romero Gonzalo, responsable de la linea de
Andlisis de alimentos de INGENASA, empresa de
Biotecnologia en Madrid, habld sobre la aplicacién de anti-
cuerpos monoclonales para analizar los alérgenos vy las
micotoxinas. El Sr. Josep-Julia Antén Garcia, responsable
del Departamento de Control de calidad de Grupo Gallina
Blanca - Star, en Sant Joan Despi, explicd su experiencia
en la aplicacién del sistema TEMPO (niimero mas probable
miniaturizado y automatizado) en el laboratorio de su
Departamento. Y el Sr. David Tomds Fornés, responsable
del laboratorio de Microbiologia y biologia molecular de
ainia.centro tecnoldgico, en Paterna, y la Sra. Zerlinde
Balverde Johnson, directora del programa técnico del
AOAC Research Institute, en Gaithersburg, Maryland (EUA),
participaron con interesantes ponencias sobre la normali-
zacidn y la validacién de métodos microbioldgicos alterna-
tivos.

Ademas, asistieron importantes empresas de microbio-
logia, que proyectaron diversas presentaciones multime-
dia y mostraron sus productos, para explicar su fun-
cionamiento, sus ventajas y limitaciones, y las técnicas en
que se basan. Estas empresas, que patrocinaron el VII
workshop MRAMA, fueron: 3M Espafia SA, AES Chemunex
Espafia SA, Applied Biosystems SA, Becton Dickinson SA,
bioMérieux Espafia SA, Bio-Rad Laboratories SA (y Bio-Rad
Laboratories SA-NV —-Bélgica-), Bioser SA (que invitd a par-
ticipar a Strategic Diagnostics Inc —Reino Unido- vy
VistaLab Technologies Inc —-EUA-), Bidtica SL, Fluka
Analytical (Sigma-Aldrich Quimica SA), IDEXX Laboratorios
SL, IUL SA, LABAQUA SA, Oxoid SA (parte de Thermo
Fisher Scientific Inc), Roche Diagnostics SL, y Vitaltech
Ibérica SL. También asistieron Transgenomic Ltd (Reino
Unido), Orion Diagnostica Oy (Finlandia) y DNATech Lda
(Portugal).

El workshop ha sido una actividad exitosa, tanto por los
ponentes y sus ponencias, como por la asistencia de publi-
co y la participacidon de las empresas de microbiologia.
Asistieron 202 personas, de diversos colectivos nacionales
e internacionales:

Numerosos laboratorios e industrias agroalimentarios:
entre otros, de los sectores carnico y avicola, lacteo, panifi-
cacién y bolleria, comidas preparadas, congelados, bebidas
analcohdlicas (aguas, zumos de frutas, bebidas refrescan-
tes) y alcohdlicas (cervecero, vitivinicola, cava), ingredien-
tes y aditivos; y algunos de dmbito no alimentario: biotec-
noldgico, veterinario, cosmético, productos de limpieza y
desinfeccidn, e instrumentos para industrias y laboratorios.

Personal técnico, profesores y estudiantes de la UAB
(licenciaturas de Ciencia y tecnologia de los alimentos,
Veterinaria, Biologia, Ciencias ambientales, y Traduccién e
interpretacidn; tercer ciclo; y Departamentos de Ciéncia
animal i dels aliments, de Quimica, y de Genética i de
Microbiologia) y otras instituciones, como la Universidad
de Zaragoza, la Universidad Publica de Navarra
(Pamplona), la Universidad Politécnica de Valencia, la
Universidad Politécnica de Cartagena, la University of Food
Technologies (Plovdiv, Bulgaria), la Moscow State
University of Food Production (Rusia), la Universidade
Técnica de Lisboa (Portugal), y la Universidad de los Andes
(Mérida, Venezuela).

Otros centros de investigacidn: la Unitat de Remugants
~ UAB Yy el Area de Postcollita - Universitat de Lleida, ambos
del Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA);
el Centre de Recerca en Agrigenomica (CRAG; Barcelona),
del Consorci CSIC-IRTA-UAB; el Veterinary Research Institute
(Brno, Chequia); el Institute for Food Microbiology (Nesher,
Israel); y la Fundacién Instituto de Estudios Avanzados
(IDEA; Baruta, Venezuela).

Administracién: el Central Institute of the Bundeswehr
Medical Service (Instituto Central del Servicio Médico del
Ejército; Kronshagen, Alemania).

También estuvieron presentes la Associacié Catalana de
Ciencies de I’Alimentacié (ACCA), entidad colaboradora con
el workshop MRAMA, y EyPASA — Revista Alimentaria, que
es la publicacidn oficial del workshop.

Durante tres dias, se realizaron unas sesiones practicas
en el laboratorio, en las que se trabajé con algunos apara-
tos y los productos mds innovadores dentro del campo de
los métodos rapidos y la automatizacidn. Y se organizaron
otras actividades: talleres sobre Uso de los recursos para
microbiologia predictiva disponibles en internet, a cargo
de la Sra. Montse Vila Brugalla (SAICA Entitat de Control SL,
Barcelona), y sobre Separacién inmunomagnética de
Escherichia coli O157:H7; y visitas a una empresa de biologfa
molecular, para Aplicaciones de la PCR en tiempo real.

Hubo una mesa redonda, con el Dr. Fung, otros ponen-
tes, profesionales de empresas de microbiologia y labora-
torios de analisis, moderada por el Dr. José Juan Rodriguez
Jerez, director del Observatorio de la seguridad alimenta-
ria de la UAB y profesor de nuestro Departamento. Con la
mesa redonda, sobre la instrumentacién en microbiologia
de los alimentos, las tendencias del mercado mundial y
otros temas de actualidad del sector, y las diversas ponen-
cias del workshop, se constaté que el nimero de ensayos
microbioldgicos aumenta afio tras afio, con grandes pro-
gresos en el desarrollo de métodos faciles de usar y que
garantizan rapidez, precision, sensibilidad y especificidad
en la obtencién de los resultados, a un coste moderado.
Los métodos microbioldgicos rdpidos y automatizados
permiten a las industrias ofrecer sus productos mas rapi-
damente al mercado, garantizando su seguridad y su con-
servacion.

El VIIl workshop MRAMA se celebrara
del 24 al 27 de noviembre de 2009.
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ESPECIAL GRUPOS ESPECIALIZADOS SEM

El Grupo especializado de
Microbiologia de Plantas

Jests Murillo' y Antonio de Vicentez

1Laboratorio de Patologia Vegetal, ETS Ingenieros Agronomos,

Universidad Publica de Navarra, Pamplona;

jesus.murillo@unavarra.es;

2Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Malaga, Malaga; adevicente@uma.es

| Director de Actualidad SEM, Federico Navarro, ha teni-
Edo la iniciativa de preparar nimeros monograficos de
esta publicacién para la presentacién de los distintos gru-
pos especializados de la SEM, y pensd que seria apropiado
que el grupo especializado mds joven fuera el elegido para
comenzar esta serie. En el grupo de Microbiologia de plan-
tas (MiP) hemos acogido con mucho entusiasmo esta idea,
pensando que serfa una buena oportunidad para que
otros socios de la SEM conocieran un poco mas en detalle
cudles son los intereses y las lineas de investigacién de los
integrantes del grupo. Para ello, hemos decidido organizar
el nimero con un articulo general descriptivo sobre el MiP
junto con otros cuatro articulos que presentan la investi-
gacion de cuatro de los grupos de investigacién que parti-
ciparon directamente en la gestacion del MiP.
Desafortunadamente, no podemos incluir aqui las biogra-
fias del resto de grupos del MiP por razones de espacio,
pero desde aqui les animamos a que realicen sus contribu-
ciones a sucesivos numeros de Actualidad SEM, bien con-
tactando directamente con el Director o a través del MiP.

EL ORIGEN DEL MiP

as razones para la fundacién del MiP como grupo espe-
Lcializado fueron de muy diversa indole, aunque desde el
punto de vista cientifico, fue determinante la demostra-
cién de la gran similitud genética y funcional de los meca-
nismos moleculares y estrategias de las interacciones
entre bacterias patégenas o simbidticas y sus huéspedes
animales o vegetales (Verhaert et al., 2005; Haldar et dl.,
2006; van Baarlen et al., 2007; Coombes, 2009). En la déca-
da de los 90 se puso de manifiesto la existencia de siste-
mas de secrecién de Tipo Il tanto en bacterias beneficio-
sas como en bacterias patégenas de animales y de plantas,
que eran ademads funcionalmente intercambiables (He et
al., 2004; Galdn y Wolf-Watz, 2006). En estos afios se pro-
dujo, ademas, la adopcidn de modelos de interaccién plan-
ta-patégeno por numerosos investigadores procedentes

de dreas muy diversas fuera de la Fitopatologia (p. ej.,
Prithiviraj et al., 2005) y la investigacion de estas interac-
ciones desde muy diversas disciplinas. Nosotros percibia-
mos, sin embargo, que existia un escaso contacto entre
los investigadores que trabajamos en estos distintos cam-
pos, posiblemente debida a que perteneciamos a areas
diversas y a que presentabamos nuestros resultados en
congresos nacionales de sociedades cientificas distintas.
Un objetivo principal del MiP fue el de impulsar el desarro-
llo del drea de las interacciones entre plantas y microorga-
nismos en Espafia, tanto beneficiosas como patogénicas,
asi como el de servir de foro para el intercambio de ideas
y la colaboracidn cientifica entre los diversos investigado-
res en este campo. Igualmente, un propdsito fundamental
de este grupo es el de contribuir a la formacién de jévenes
investigadores exponiéndoles a la multidisciplinariedad de
esta drea.

La idea de crear un grupo para fomentar las reuniones
de investigadores que trabajan en diversos aspectos de
estas interacciones microorganismo-planta (patologia,
ecologia, bioquimica, genética, gendmica, etc.) nacié en
Malaga gracias a la colaboracion que desde principios de
los 90 mantenemos los autores de este articulo. Juan José
Borrego fue un elemento clave en la génesis del grupo al
proponernos su desarrollo como un grupo especializado
de la Sociedad Espafiola de Microbiologia. Nuestro primer
paso fue valorar el apoyo que podria tener esta iniciativa y,
al mismo tiempo, el contar con suficiente masa critica para
iniciarlo. Para ello, pusimos nuestra idea en comun con un
grupo de colegas con los que tradicionalmente nos han
unido lazos de amistad y con los que manteniamos cola-
boraciones cientificas. Los grupos dirigidos por Maria M.
Lépez, (IVIA, Valencia), Emilio Montesinos (Instituto de
Tecnologia Agroalimentaria-CeRTA, Universidad de
Gerona), Pablo Rodriguez-Palenzuela (ETS de Ingenieros
Agrénomos, Universidad Politécnica de Madrid) y Cayo
Ramos (Area de Genética, Universidad de Mélaga) recibie-
ron la idea con mucho entusiasmo y decidimos ponerla en
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Jesus Murillo Martinez (Caceres,
1962) es licenciado en Biologia
por la Universidad de Sevilla
(1985) 'y Doctor por la
Universidad Politécnica de Ma-
drid (1990). Realizdé una estancia
postdoctoral de dos afios y medio
en el Department of Plant
Pathology, University of California
at Riverside, EE.UU. Desde 1992
trabaja en la Escuela Técnica
Superior de Ingenieros Agrénomos de la Universidad
Publica de Navarra, en la que es Catedratico de
Proteccion de Cultivos desde 2002. Durante los ultimos
17 afnos ha dirigido el grupo “Patologia vegetal y fitobac-
teriologia’, que ha trabajado sobre la biologia, genéticay
epidemiologia de Pseudomonas syringae, fundamental-
mente en la caracterizacion de factores de virulenciay en
la biologia de plasmidos nativos. En 2000 recibié el
Premio Joven de Investigacion BBVA-Universidad. Desde
2005 es Presidente del Grupo Especializado
Microbiologia de Plantas y, desde 2006, vocal electo de la
Junta Directiva de la Sociedad Espafiola de Fitopatologia.

marcha entre todos. Finalmente, Juan José Borrego pre-
sentd nuestra propuesta de creacién de este grupo en la
reunion de la Junta Directiva de la SEM del 1 de marzo de
2002. La constitucidn formal del grupo, que requeria que
contase con al menos 30 socios, se produjo en noviembre
de 2002 con una junta gestora compuesta por Jesus
Murillo (Presidente), Antonio de Vicente (Vicepresidente),
Alejandro Pérez-Garcia (Secretario) y Elena Biosca, Ramén
Pefalver, Anna Bonaterra y Cayo Ramos, como Vocales.
La primera Junta Directiva del MiP fue elegida durante la
primera reunién del grupo (MiP’05), en Cercedilla en junio
de 2005, y estaba constituida por Jestds Murillo
(Presidente, Universidad Pudblica de Navarra), Antonio de
Vicente (Vicepresidente, Universidad de Malaga),
Alejandro Pérez-Garcia (Secretario, Universidad de
Mélaga), Emilia Lopez-Solanilla (Tesorera, Universidad
Politécnica de Madrid), Anna Bonaterra (Vocal,
Universidad de Gerona) y Ramon Pefialver (Vocal, Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias). Esta Junta sigue
actuando a dia de hoy, con la tnica salvedad del relevo en
la Vicepresidencia, que desde el pasado mes de Febrero
ocupa Pablo Rodriguez-Palenzuela (UPM). Ademas,
Ramén Pefialver fue designado corresponsal del grupo,
desde 2007, y se encarga de contribuir a Actualidad SEM
con minirevisiones sobre temas de actualidad en esta area
cientifica.

LAS REUNIONES DEL MiP

iguiendo la propia idea de su concepcidn, la actividad
del MiP mas importante en sus inicios ha sido la de
organizar reuniones cientificas bienales. La mayoria de

Antonio de Vicente Moreno se
licencié en Ciencias Biologicas
en la Universidad de Granada
(1979) y es Doctor por la
Universidad de Malaga (1986). Es
Profesor Titular del Departamen-
to de Microbiologia de la UMA,
donde realiz6 su Tesis Doctoral
sobre Pseudomonas aeruginosa
en aguas. En una primera etapa
postdoctoral trabajé en méto-
dos microbiolégicos para detectar toxicidad quimica.
Desde 1992 dirige el grupo de investigacidon
“Microbiologia y Patologia Vegetal’, que se dedica al
estudio de diferentes aspectos de bacterias
(Pseudomonas syringae) y hongos (Podosphaera fusca y
Rosellinia necatrix) patégenos de plantas, asi como al
andlisis de los mecanismos bacterianos (Pseudomonas y
Bacillus) implicados en el control biolégico de enferme-
dades de plantas. Ha sido Director del Departamento de
Microbiologia de la UMA (1997-2008) y Vicepresidente
del Grupo Especializado de Microbiologia de Plantas de
la SEM hasta hace unos meses.

nuestros socios participan en los congresos nacionales de
la SEM y de la SEF, que se celebran hacia el mes de sep-
tiembre de afios impares y pares, respectivamente. Por
ello, consideramos la conveniencia de organizar las reu-
niones del MiP en una fecha intermedia entre ambos con-
gresos, es decir, 6 meses antes o después de cada uno de
ellos.

Las reuniones del MiP fueron concebidas originalmen-
te con una estructura y una filosofia dirigidas a cumplir
diversos objetivos. Un primer objetivo es el de favorecerla
comunicacion e intercambio cientifico, por lo que promo-
vemos que las reuniones aseguren la convivencia de los
investigadores en una Unica sede que, deseablemente,
ofrezca todos los servicios necesarios para la reunidn. Esta
organizacion, al estilo de los “ejercicios espirituales”, per-
mite mantener al grupo unido durante todo el tiempo de
la reunidn y, en nuestra experiencia, ha intensificado el
intercambio cientifico y la discusién entre los investigado-
res.

Igualmente, desde el principio nos hemos fijado como
un objetivo prioritario el orientar el MiP como una plata-
forma cientifica para los jévenes investigadores, con el
propdsito de conferirle una mayor proyeccién de futuro.
Para ello, las reuniones se organizan exclusivamente a
base de comunicaciones orales cortas impartidas, prefe-
rentemente, por doctorandos o jévenes doctores, de
manera que puedan iniciarse en la presentacidon de sus
resultados en un ambiente distendido pero cientificamen-
te critico. Asimismo, se pretende que estas presentaciones
no reflejen necesariamente una investigacion ya finaliza-
da, sino, preferentemente, sus proyectos y estrategias de
investigacion, sus resultados mds recientes y los proble-
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mas técnicos o metodoldgicos de su trabajo. Como objeti-
vo final, y al que mayor importancia concedemos, es el de
promover la amistad entre los jévenes cientificos, y por
supuesto, el encuentro de los no tan jévenes. La experien-
cia aportada por las tres reuniones que ya ha celebrado el
grupo ha mostrado que estas jornadas de convivencia, en
la que los jévenes comparten sus problemas profesionales
y en las que disponen de tiempo para socializar, se esta-
blece una intensa relacién de amistad. Entendemos que
estas relaciones de amistad promueven la comunicacidn,
el altruismo y la lealtad, y seran sin duda la mejor base para
que nuestros futuros investigadores establezcan colabora-
ciones cientificas fructiferas.

Los detalles de las tres reuniones del MiP celebradas
hasta el momento se recogen en la Tabla 1.

rizosféricas con potencial utilizacidn en el control bioldgi-
co de Rosellinia necatrix en aguacate”, presentada por
F.M. Cazorla; D.J. Ruiz-Romero, C. Pliego, M.A. Gonzalez-
Sanchez, A. Pérez-Garcia, G. Bloemberg, B.J.J. Lugtenberg,
R. Perez-Jiménez, C. Ramos, y A. de Vicente recibié el pre-
mio SEM, mientras que la comunicacién “Presencia de la
actividad 1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa
en diversos aislados de Lotus y Dorycnium spectabile”, pre-
sentada por J. Donate Correa, R. Pérez Galdona y M. Ledn
Barrios recibid el premio MiP. En el XXI Congreso Nacional
de 2007, en Sevilla, recibié el premio MiP la comunicacién
“Analisis estructural de tumores de olivo inducidos por la
infeccion de Pseudomonas savastanoi”, presentada por L.
Rodriguez-Moreno, A. J. Jiménez y C. Ramos.

Reunioén Fechas Sede N° Participantes|Comunicaciones Instituciones
Residencia Lucas 7 Universidades
MiP 'o5 6-8 junio, 2005 [Olazabal Cercedilla 53 31 1 Centro CSIC
(Madrid) 4 Institutos regionales
Hotel Alay 9 Universidades
MiP 'o7 7-9 marzo, 2007 Benalmadena 63 42 2 Centros CSIC
(Mélaga) 4 Institutos regionales
Estacidn 10 Universidades
MiP 'o9 |18-20 febrero, 2009| Experimental del 85 49 2 Centros CSIC
Zaidin (Granada) 3 Institutos regionales

Tabla 1. Reuniones bienales organizadas por el grupo especializado Microbiologia de Plantas.
Los resimenes de cada reunidn, asi como la lista de participantes y otros datos pueden encontrarse en la pagina
web del grupo (http://www.semicro.es/, http://microplantas.wordpress.com/reuniones/)

LOS SIMPOSIOS Y PREMIOS DEL MiP

MAS INFORMACION SOBRE EL MiP

omo el resto de los grupos especializados de la SEM, el

MiP también ha organizado simposios especializados
durante la celebracién de los Congresos Nacionales de la
SEM, comenzando en el XX Congreso Nacional celebrado
en Caceres en el afio 2005 (Tabla 2). La temdtica de estos
simposios ha sido seleccionada con el afdn de que cubran
temas de mucha actualidad y de interés amplio para el
grupo, asi como que sean impartidos por ponentes con
una destacada trayectoria cientifica; en particular, tuvimos
el honor de contar como primer ponente de estos simpo-
sios con Tomas Ruiz-Arglieso, que es un destacado pione-
ro de la investigacidn en microbiologia de plantas en
Espafia. El simposio que organizamos este afio en Almeria
estard dedicado a la memoria de nuestro compafero
Antonio Palomares, a quien desafortunadamente perdi-
mos hace un afio y medio.

En el marco de las distinciones otorgadas por la SEM a
las mejores comunicaciones libres en los congresos
Nacionales de esta sociedad, se ha concedido hasta el
momento un premio en metalico (300 €) y un diploma a
tres comunicaciones libres en el grupo Microbiologia de
Plantas. En el XX Congreso de Microbiologia de Caceres, la
comunicacion “Aislamiento y caracterizacidon de bacterias

| grupo cuenta con una pagina web (http://microplan-
Etas.wordpress.com/) en la que se recoge informacién
detallada del grupo. La pagina ha sido preparada por nues-
tro webmaster, Pablo Rodriguez-Palenzuela, y estd conce-
bida como un blog en el que se incluyen comentarios de
articulos y revisiones sobre temas de actualidad de Ia
microbiologia de plantas; igualmente, existe una direccién
de correo en la que se puede contactar con el grupo. Dado
que la pdagina entré en funcionamiento a mediados de
febrero de este afio, todavia quedan contenidos por car-
gar y secciones por construir. En concreto, planeamos
dedicar una pagina a los miembros del grupo con una des-
cripcién de sus lineas de investigacidn y enlaces a sus pagi-
nas personales. Desde aqui os animamos a que visitéis
nuestra pagina web, y a que nos enviéis vuestras sugeren-
cias y comentarios.

Por ultimo, las personas interesadas en pertenecer al
grupo deben primero pertenecer a la SEM; las solicitudes
de ingreso y la informacién necesaria pueden encontrarse
en la pagina web de la SEM (http://www.semicro.es/) o
solicitdndola por correo en la secretaria de la sociedad

(orgragb6@orgc.csic.es). En estos momentos el grupo

cuenta ya con 42 miembros y desde aqui hacemos un lla-
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mamiento a todos los investigadores relacionados con la
Microbiologfa de Plantas para que se incorporen a la SEM
y al Grupo.
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Caceres, 2005 | microbio-planta (Univ. de Gerona)

Lugar y fecha Simposio Moderadores Ponente, adscripcién y titulo de la ponencia
Tomas Ruiz-Arglieso (Univ. Politécnica de Madrid).
Oxidacion de hidrégeno por bacterias endosimbiéticas de
las leguminosas: Factores limitantes y su eliminacién por
estrategias genético moleculares.
XX Congreso Aspectos Maria M. Lépez Alejandro Pérez-Garcia (Univ. de Malaga). Metabolismo
Nacional de  |moleculares de la (IVIA) y del nitrégeno en interacciones patégeno-planta.
Microbiologia. interaccidén Emililo Montesinos Pablo Rodriguez-Palenzuela (Univ. Politécnica de

Madrid). Herramientas genémicas y proteémicas
al estudio de la podredumbre blanda de los vegetales.
Antonio di Pietro (Univ. de Cérdoba).
Mecanismos de virulencia en Fusarium oxysporum, un
patégeno multihospedador de plantas y mamiferos

El control
XXI Congreso biolgoicooun
Nacional de 50 co%n I,e'o de Antonio de Vicente
Microbiologia. p'e) (Univ. de Mélaga)
: ecologia
Sevilla, 2007 . -
microbiana

Emililo Montesinos (Universidad de Gerona).
Plaguicidas microbianos: entre la ecologia y
la biotecnologia.

Maria M. Lépez (Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias). Métodos potenciales y
actuales del control bioldgico de bacterias fitopatégenas.
Francisco M. Cazorla (Universidad de Malaga).
¢Cémo seleccionar bacterias candidatas a agentes
de biocontrol?

Enrique Monte (Universidad de Salamanca)
(Puede Trichoderma incrementar el poder insecticida de
una planta?

Mecanismos de
deteccidon e

XXII Congreso
Nacional de

Almeria, 2009

Microbiologia.

incorporacion de
nutrientes y
sefales por
bacterias
asociadas con
plantas

José M. Palacios

(Univ. Politécnica de

Madrid)

Miguel Angel Caviedes Formento (Univ. de Sevilla)
In memoriam Antonio Palomares.

Manuel Espinosa Urgel (Estacién Experimental del
Zaidin, CSIC). Intercambio de sefales en la interaccion
mutualista planta - Pseudomonas putida.

Pablo Rodriguez-Palenzuela (Univ. Politécnica de
Madrid). Dickeya dadantii y Pseudomonas syringae: dos
modelos distintos de patogenicidad en plantas.
Joaquina Nogales Diaz (Estacién Experimental del
Zaidin, CSIC). Posible implicacién de los péptidos en la
interaccion Rhizobium-leguminosa.

Jose Manuel Palacios Alberti (Univ. Politécnica de
Madrid). Transporte y homeostasis de niquel en
Rhizobium leguminosarum.

Tabla 2. Simposios organizados por el MiP en las distintas ediciones del Congreso Nacional de Microbiologia.
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ESPECIAL GRUPO DE MICROBIOLOGIA DE PLANTAS

Pseudomonas syringae pv tomato DC3000
y Dickeya dadantii 3937,
diferentes modelos de infeccion en
bacterias fitopatogenas

Emilia Lopez Solanilla y Pablo Rodriguez Palenzuela
Centro de Biotecnologia y Genomica de Plantas.

Universidad Politécnica de Madrid-INIA.

Campus de Montegancedo. Pozuelo de Alarcén 28223. Madrid
emilia.lopez@upm.es y pablo.rpalenzuela@upm.es

n condiciones ideales las plantas cultivadas pueden pro-
ducir altos rendimientos, pero tales condiciones rara-
mente ocurren. En general, los cultivos se ven afectados
por estreses bidticos y abidticos que merman la produc-
cién. Se estima que las pérdidas mundiales debidas a
enfermedades, plagas y malas hierbas oscilan entre el 31y
el 42 % (Agrios, 2005). No obstante, las pérdidas pueden
ser dramaticas en algunos casos particulares. Ademas, las
enfermedades producidas por bacterias, virus u hongos
pueden afectar a la calidad del producto, producir efectos
téxicos en humanos y animales (como es el caso de las
micotoxinas fungicas) o incluso impedir completamente
determinados cultivos en algunas areas (Agrios, 2005).
Las enfermedades producidas por bacterias son parti-
cularmente dificiles de controlar debido fundamentalmen-
te a dos razones:
1.- las bacterias se reproducen exponencialmente en
condiciones favorables alcanzando grandes poblacio-
nes en el interior o en la superficie de las plantas.
2.- al contrario que en el caso de los hongos, hay muy
pocas sustancias agroquimicas efectivas contra estas
enfermedades. Tradicionalmente el cobre se ha emple-
ado como fitosanitario, aunque las poblaciones de bac-
terias desarrollan facilmente resistencia a este elemen-
to. Alternativamente se han empleado algunos antibid-
ticos como la kasugamicina, con el riesgo que esto
supone por el desarrollo de cepas resistentes.

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
(PSPTO) Y Dickeya dadantii 3937 (DD 3937): DOS
BACTERIAS MODELO EN FITOPATOLOGIA.

sPto y Dd 3937 han sido muy estudiadas a nivel molecu-
lar y gendmico en los dltimos afios, y se han desarrolla-
do numerosas herramientas para analizar diferentes aspec-

tos de su virulencia (ASAP: https://asap.ahabs.wisc.edu/ y

PPI: http://pseudomonas-syringae.org/pst_home.html).

PsPto es el agente causal de la mancha bacteriana del
tomate y otras plantas hospedadoras. Este patégeno estd
incluido en la lista de “organismos dafiinos y enfermeda-
des que afectan a la calidad del tomate” (Commission
Directive 92/33/EEC of 2 July 1993). La enfermedad se
caracteriza por el desarrollo de sintomas necrdticos en
hojas, tallos y frutos. La bacteria también puede crecer
como epifita y endofita en la parte aérea de las plantas sin
causar sintomas. Una vez en el interior de la planta, PsPto
es capaz de multiplicarse en el espacio apopldstico explo-
tando las células vivas circundantes e infectando tejidos
adyacentes, por lo que esta bacteria suele considerarse un
patdgeno hemibiotrofo.

Aunque se han descrito diversos mecanismos implica-
dos en la virulencia de PsPto tales como la produccidn de
toxinas, hormonas o enzimas degradadoras de la pared
celular, el componente esencial de la virulencia de esta
bacteria es el sistema de secrecién tipo Il (T3SS). Dicho
sistema, codificado por los genes hrp y hrc es necesario
para la elicitacion de la HR (respuesta hipersensible) en
plantas no hospedadoras, asi como para la patogénesis en
plantas hospedadoras (Alfano y Collmer, 1996). El reper-
torio de los efectores proteicos inyectados en las células
vegetales a través de este sistema ha recibido una consi-
derable atencién en los ultimos afios, poniendo de mani-
fiesto el papel esencial de estas proteinas en la patogéne-
sis. Los efectores contribuyen a la virulencia combatiendo
las defensas de la planta y controlando la muerte celular
asociada con los sintomas caracteristicos de esta enfer-
medad. Investigaciones a nivel genémico han identificado
mas de 30 genes efectores. Alguno de estos efectores son
capaces de suprimir la defensa innata de las plantas; no
obstante el modo de accién de dichas proteinas sigue
siendo poco conocido.
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El otro modelo de bacteria fitopatdgena en el que
estamos interesados es D. dadantii, uno de los agentes
causales de la podredumbre blanda de los vegetales. Esta
enfermedad ocurre cominmente en tejidos no lignifica-
dos de hortalizas y plantas ornamentales. La podredum-
bre blanda se produce en todo el mundo y ocasiona unas
pérdidas totales superiores a cualquier otra enfermedad
bacteriana (Agrios, 2005). Existe una directiva de la
Comisién Europea (93/17/EEC of 30 March 1993) acerca de
la calidad de la patata de siembra que establece que el
tubérculo madre debe estar libre de diversos organismos
perjudiciales, entre los que se encuentra Dd 3937.

Los sintomas de la podredumbre blanda comienzan
como lesiones acuosas cuyo didmetro engrosa rapida-
mente. El tejido afectado se macera (color pardo, blando,
viscoso y con mal olor). La maceracion es fundamental-
mente el resultado de enzimas hidroliticas secretadas por
la bacteria que destruyen la integridad de las paredes
celulares de las plantas. D. dadantii es especialmente per-
niciosa debido a su capacidad de causar infecciones laten-
tes, las cuales se activan en postcosecha. Ademads, Dd
3937 puede sobrevivir como saprofito, epifito o endofito,
siendo un habitante frecuente de las hojas, aguas conti-
nentales y suelos. Recientemente Dickeya sp. ha sido iden-
tificada como un problema emergente en Europa, incluida
Espafa.

La patogenicidad de Dd 3937 ha sido intensamente
estudiada a nivel molecular durante las dltimas décadas.
La aproximacién tradicional hacia énfasis en el papel de
las multiples enzimas hidroliticas que degradan la pared
celular de las plantas liberando nutrientes que permiten el
crecimiento bacteriano (Toth et al., 2003).

A pesar de que PsPto y Dd 3037 suelen considerarse
como especies modelo de “estilos de patogenicidad” muy
diferentes, también comparten determinantes de virulen-
cia, aunque el papel relativo en el proceso patogénico es
diferente en cada caso. Por ejemplo T3SS es el factor de
virulencia mas importante en PsPto pero tiene un papel
secundario en Dd 3937. Por tanto, el conocimiento adqui-
rido en alguno de estos sistemas puede complementar al
conocimiento del otro.

CONTEXTO TEMPORAL EN EL PROCESO
PATOGENICO

ndependientemente de cual sea su estilo de patogenici-
dad, un patdégeno exitoso tiene que ser capaz de:

1.- Entrar en el tejido vegetal a través de aperturas natu-

rales como los estomas o las heridas.

2.- Sobrevivir en las condiciones desfavorables preva-

lentes en el apoplasto.

3.- Utilizar y manipular los recursos de la planta para

promover su propio crecimiento.

Por ello, para lograr una imagen completa de este pro-
ceso es esencial profundizar sobre la progresion de la
infeccion en un contexto espacio-temporal. Este conoci-
miento puede facilitar el desarrollo de nuevas herramien-
tas para el control de la enfermedad.

La entrada de la bacteria es una cuestion esencial en
fitopatologia dado que las bacterias, al contrario que los
hongos, carecen de estructuras especificas para lograr el
ingreso en la planta. Se acepta generalmente que las bac-
terias penetran a través de aperturas naturales (estomas,
lenticelas) o heridas. No obstante quedan varias pregun-
tas sin contestar: ;Se mueven las bacterias en la superficie
de las plantas? en caso afirmativo ;se mueven mediante
swimming o por otro tipo de movimiento? La quimiotaxis
permite a las células bacterianas acercarse a determina-
dos estimulos y alejarse de otros. Hasta el momento ha
habido pocos estudios que aborden la cuestidn del papel
de la motilidad y quimiotaxis en bacterias fitopatégenas.
Por ejemplo, mutantes mdtiles pero no quimiotdacticos de
Ralstonia solanacearum estan significativamente reduci-
dos en virulencia en plantas de tomate, lo que indica que
la motilidad dirigida y no el movimiento al azar es necesa-
rio para la virulencia completa.

La disponibilidad del genoma completo de Dd 3937 nos
ha permitido identificar algunos genes candidatos en esta
bacteria posiblemente implicados en quimiotaxis (cheB,
cheW, cheY, cheZ, motA). La funcionalidad de estos genes
ha sido analizada mediante mutagénesis dirigida, seguida
por el andlisis de la capacidad de las cepas mutantes de
nadar en agar blando. Nuestros andlisis de la virulencia en
diferentes plantas hospedadoras han demostrado que la
motilidad y quimiotaxis juega un papel importante en la
patogenicidad de esta bacteria (Antunez-Lamas et dl.,
2009) (Figura 1).

Estos resultados nos llevaron a formular la hipdtesis de
que esta bacteria es capaz de percibir sefiales y moverse
hacia los posibles sitios de entrada. El jasmonato es un
compuesto clave en la sefializacién de la defensa vegetal
y es sintetizado en tejidos con heridas. Asi mismo hemos
encontrado que esta molécula constituye un quimiotra-
yente fuerte para la bacteria fitopatdgena Dd 3937.
Empleando la técnica de hibridaciéon de micromatrices de
ADN hemos observado que un tratamiento con jasmona-

motA

Figura 1. Virulencia de cepas mutantes en SaintPaulia
lonantha. Se inocularon dos hojas opuestas de cinco
plantas con 5x106 células de cada cepa (Wt, cheB, cheW,
cheY, cheZ, motA). Se realizaron experimentos duplica-
dos en camara de cultivo a 28°C y los sintomas fueron
registrados tres semanas después de la inoculacién. La
figura muestra sintomas tipicos.
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to induce la expresién de un subconjunto de genes bacte-
rianos posiblemente implicados en la virulencia/supervi-
vencia en el apoplasto vegetal. En linea con este hecho,
observamos que células bacterianas pretratadas con jas-
monato incrementaban su virulencia en hojas de endibia'y
Saint Paulia. También hemos encontrado que las heridas
en los tejidos incrementan el movimiento bacteriano enla
superficie vegetal en direccidn a dichas heridas. Mas aun,
el mutante de Arabidopsis deficiente en la sintesis de jas-
monato (aos-1) resulta ser mds resistente a la entrada de
Dd 3937 que la planta silvestre (Figura 2). Estos resultados
son congruentes con la hipdtesis de que la percepcion del
jasmonato por la bacteria ayuda al patdgeno a ingresar en
el tejido vegetal (Antlinez-Lamas, 2008 Tesis doctoral).

La supervivencia de la bacteria en el apoplasto es uno
de los factores clave para el establecimiento de una pobla-
cién bacteriana capaz de colonizar el tejido vegetal. Este
nicho, el apoplasto de la planta, constituye un medio
inhdspito para la bacteria, ya que es rico en sustancias anti-
microbianas (preformadas e inducibles) capaces de inhibir
el crecimiento del patdgeno. De hecho, las plantas produ-
cen diversos metabolitos secundarios, tales como fitoale-
xinas, péptidos y alcaloides, y estd generalmente aceptado
que juegan un papel relevante en la proteccidn de las plan-
tas contra los patégenos (Dixon, 2001). A su vez, los patd-
genos han desarrollado sistemas para contrarrestar el
efecto de las sustancias antimicrobianas, como por ejem-
plo, las bombas de extrusién (MDRs: multidrug resistance),
asi como mecanismos especificos de resistencia.

Los sistemas MDRs pueden reconocer y expeler diver-
sos compuestos orgénicos (a menudo estructuralmente
dispares), confiriendo resistencia a los mismos. Los genes
que codifican MDRs son abundantes y ubicuos entre las
bacterias Gram negativas, suponiendo mas del 10% de los
transportadores totales en un organismo. Palumbo y cola-
boradores encontraron que una bomba de extrusién de
isoflavonoides en Agrobacterium tumefaciens estaba impli-
cada en el proceso de colonizacién de raices de alfalfa
(Palumbo et al., 1998). Otros descubrimientos recientes
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estan en linea con esta idea: por ejemplo, Barabote y cola-
boradores describieron que la inactivacién de TolC en Dd
3937 tiene un efecto dramatico en la patogénesis. TolC es
un componente de la membrana externa de varios siste-
mas MDRs de la familia RND, por tanto esta mutacién estd
afectando a la funcién de un gran nimero de trasportado-
res al mismo tiempo (Barabote et al., 2003). También,
Burse y colaboradores encontraron que la mutacién en el
transportador AcrAB de Erwinia amylovora producia una
reduccion de la virulencia en manzanos (Burse et al.,
2004).

Nuestro grupo ha llevado a cabo el andlisis de la rela-
cién entre diferentes sistemas MDR vy la virulencia de Dd
3937 a través de la identificacidon y mutagénesis de dichos
sistemas seguido del analisis experimental de la virulencia
(Maggiorani Valecillos et al., 2006). La conclusién mas des-
tacable de este trabajo es que, a pesar de disponer de un
numero alto de sistemas MDR, la mutacién en uno concre-
to puede tener un efecto dramatico en la virulencia. En
contraste, la mutacién que afecta a la produccién de una
isoenzima de pectato liasa no tiene efectos aparentes en
la mayoria de los casos y es necesario mutar mds de un gen
para observar un efecto significativo en virulencia.

En Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A, P.
syringae pv. syringae B728a, y P. syringae pv. tomato
DC3000, se han identificado genes homdlogos de la
bomba MexAB-OprM. La determinacién de la CMI
(Concentracién Minima Inhibitoria) frente a un amplio
rango de sustancias antimicrobianas pone de manifiesto
que la mutacién en esta bomba reduce notablemente la
tolerancia a los mismos. Ademads, la capacidad de este
mutante para multiplicarse en planta estd severamente
reducida.

Uno de los componentes de la denominada inmunidad
de las plantas es la produccién de péptidos antimicrobia-
nos. Se han identificado diversas familias de péptidos de
este tipo, como son las tioninas, defensinas y snakins
(Garcia-Olmedo et al., 1998). Para todas ellas se ha descri-
to actividad antimicrobiana in vitro. Una evidencia adicio-
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nal sobre la implicacidn de estos péptidos en los mecanis-
mos de defensa de la planta surge del aislamiento y carac-
terizaciéon de mutantes bacterianos hipersensibles a estos
péptidos, y que ademds muestran una menor virulencia en
planta (Lépez-Solanilla

(Block et al., 2008). El descubrimiento de un nimero tan
alto de efectores implicados en este proceso revela que
esta supresion juega un papel fundamental en la patogé-
nesis de esta bacteria. Se ha propuesto que la muerte celu-
lar programada asocia-

gtl al.l,l 1998;’ Lopez-  1x1g5 A 1x107~B da cclm la rlesg()juesc’ica HR
olanilla et al., 20071; es el resultado de un
Titarenko et al., 1997). 1=10°¢ nivel determinado de
. 1=10+ - N ~ .

Nuestro laboratorio 1x10° sefales inductoras de la

Za czntribuido al estu- s 1x10% $lasnsta. L(cj)s efectores
io de estos y otros 1¥10° 4 3 podrian actuar
aspectos de la patogé- 1x10% 7] como una herramienta
nesis de Dd 3937, tales | ., | 1x10? para suprimir el nivel de
como la'res.,lstenc:la a 1x10! - senal'lzacu')n necesaria
estrés oxidativo (Miguel <101 | 10 para inducir una muerte
eF al., 2000) y al pH aci- a \ N N N \ celular derl)/ada de una
dico del apoplasto Dé} & ) Epts & Eh :P}S & respuesta tipo PTI 0 ETI.
(Llama-Palacios et al., \ FERN A Datos preliminares
2003; Llama-Palacios et M M sugieren que los proce-

wi motd wit
al., 2005). sos que conducen a una

La manipulacién de
algunos procesos vege-
tales por parte de la
bacteria es un paso
necesario para la pato-
genicidad; en particu-
lar, lamodulacién de los
mecanismos de defen-
sa ha sido objeto de un
gran interés en los Uulti-
mos afos.

Los mecanismos de
defensa frente a PsPto pueden ser divididos en dos grandes
vias. Una es activada por el reconocimiento de moléculas
esenciales conservadas en la mayoria de los microbios,
denominadas en inglés PAMPs o MAMPs (Pathogen-associa-
ted or Microbe-associated molecular patterns). Esta respues-
ta, conocida como respuesta basal, se denomina actual-
mente PTI (PAMP-triggered Immunity) (Jones y Dangl,
2006). En plantas susceptibles, P. syringae puede suprimir
las defensas basales a través de la accién de efectores que
inactivan los mecanismos de vigilancia y de transduccién de
sefial relacionados con la defensa. La otra via de defensa
que tiene lugar en plantas resistentes es activada por el
reconocimiento de efectores especificos (conocidos como
proteinas Avr) o por sus efectos en las células vegetales.
Este reconocimiento llevado a cabo por proteinas de resis-
tencia (R) de la planta es conocido como ETI (Effector-trig-
gered Immunity) (Jones y Dangl, 2006). Esta respuesta inmu-
ne incluye la induccidn de una muerte celular localizada
conocida como HR. ETl'y PTI comparten vias de sefializacién
aunque la primera de las respuestas es mas rapida e intensa.

Existen evidencias acerca de la supresion de PTI en
plantas llevada a cabo por diversos efectores de PsPto
como AvrPto1, AvrE, HopM1 (HopPtoM). Algunos otros
han sido implicados en la supresién de la HR: HopAB2
(AvrPtoB), HopD1 (HopPtoD1), HopE1 (HopPtoE), HopF2
(HopPtoF), HopK (HopPtoK), HopN1 (HopPtoN) y HopU1

Figura 2. Poblacion bacteriana de D. dadantii en hojas de
Arabidopsis thaliana silvestre (gl1) y mutantes defectivos en
jasmonico (coi1-1y aos1). 105 células de Dd 3937 se inocularon
en 5 plantas de cada tipo. A. Las poblaciones bacterianas se esti-
maron después de 1 hora. Las diferencias entre la planta silvestre y
los mutantes fueron significativas de acuerdo con un test F de
Snedecor (P < 0.05). B. Las poblaciones bacterianas se estimaron
después de 24 horas. Las diferencias entre la planta silvestre y los
mutantes fueron significativas de acuerdo con un test F de
Snedecor (P <0.05). El mutante de Dd 3937 motA se empled como
control negativo de la entrada en el tejido vegetal.

muerte celular progra-
mada o a una muerte
asociada con la enfer-
medad comparten eta-
pas comunes y que las
principales diferencias
entre ambos procesos
podrian radicar simple-
mente en el nimero de
células que inducen la
respuesta, junto al
periodo de tiempo en el
cual esta respuesta es producida.

La actividad bioquimica de los efectores con capacidad
supresora de la muerte celular no es conocida en la mayo-
ria de los casos, pero sus dianas en la planta deben estar
implicadas en la regulaciéon del proceso de la muerte celu-
lar. Por tanto, un conocimiento detallado de este proceso
puede permitir el disefio de herramientas utiles para el
control de la enfermedad.

HopN1 ha sido descrito como una cistein-proteasa
capaz de suprimir la muerte celular asociada tanto con la
HR como con la enfermedad (Lépez-Solanilla et al., 2004).
Uno de los proyectos en desarrollo en nuestro grupo esta
enfocado hacia la caracterizacién funcional de este efector.

El papel especifico del T3SS en la patogenicidad de Dd
3937 no es bien conocido, pero podria estar también impli-
cado en la modulacién de la respuesta de defensa de la
planta en los primeros estadios de la infeccidn.

CONCLUSIONES

omo se ha mencionado anteriormente, los mecanismos

de patogenicidad asociados a determinadas etapas de
la infeccién son bien conocidos en algunas especies de
bacterias fitopatdgenas. La posibilidad de analizar la pato-
genicidad como un proceso secuencial hace mds probable
la identificacién de nuevas dianas para el desarrollo de
estrategias eficientes en el control de enfermedades.
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Nuestro objetivo general es el estudio de aspectos parti-
culares del proceso patogénico en PsPto y Dd 3937 apro-
vechando el conocimiento y experiencia previa del grupo
en uno u otro sistema. Esta aproximacidn complementaria
puede conducir a nuevos descubrimientos en ambos siste-
mas.
Las preguntas mas importantes que nos planteamos son:

- (Cudles son los receptores moleculares (MCPs) impli-

cados en el movimiento/entrada de estos patégenos en

las plantas?

- ¢(Cudl es la funcidn de los determinantes moleculares

de la resistencia bacteriana a compuestos toxicos y cudl

es la regulacion de la misma?

- ¢(Cudl es el papel de la modulacién bacteriana de la

muerte celular de la planta durante los estadios iniciales

de la infeccién?
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CECT, ano 2008

Esperanza Garay

Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo

SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

omo continuacion de la certificacién obtenida en 2004
Csegﬂn la norma ISO 9001:2000 para ‘“la preparacidn,
venta y distribucién de cultivos microbianos (bacterias,
hongos y levaduras)”, la CECT ha superado satisfactoria-
mente en noviembre la primera auditoria de renovacién
tras hacer lo propio en las auditorias de seguimiento de
2005 y 2006 (seguimiento) y 2007 (renovacion).

INVESTIGACION

a) Proyectos: La CECT ha participado en 4 proyectos de
investigacion a nivel nacional y ha continuado pertene-
ciendo a la Red Valenciana de Investigacién Vinculada
(REVIV). Con fecha 1 de diciembre de 2008 ha comenza-
do el proyecto titulado Demonstration Project for a GLO-
BAL BIOLOGICAL RESOURCE CENTRE NETWORK (GBRCN),
auspiciado e impulsado por la OCDE. En él participan 17
entidades de Europa, Asia y Sudamérica. Por parte de
Espafia la representante es la CECT. La Investigadora
Principal por la CECT es Esperanza Garay.

b) Publicaciones y comunicaciones en congresos y reu-
niones cientificas: El personal de la CECT ha publicado 5
articulos en revistas. También se ha defendido la Tesis
Doctoral de Juan Francisco Martinez Blanch (mas infor-
macion en el n° 46 de Actualidad SEM), y su personal ha
participado en 9 reuniones o congresos cientificos
nacionales e internacionales.

FORMACION

| personal de la CECT ha continuado impartiendo el

curso: "Conservacién y control de cepas microbianas"
(Certificado de post-grado tedrico-practico, Univ. de
Valencia, X edicién), cuya XI edicién tendra lugar en enero
de 2010, y ha asistido a diversos cursos de formacién.

MEJORAS EN EL PERSONAL

a) Personal de plantilla. Laura Lépez Ocafia ha superado
con éxito la prueba de acceso al grupo A, por el turno
libre sector de administracién especial, escala técnica
superior de conservadores de colecciones cientificas
(perfil coleccién espafiola de cultivos tipo) de la
Universitat de Valéncia.

b) Contratos. Se han renovado los contratos vigentes y se
han contratado dos técnicos (Ana Igual Wéllstein y Rosa
M? Giménez Cifuentes) y otra Oficial de Laboratorio, M?
José Ros Fernandez.

¢) Becas. Se ha renovado la beca de M* Rosa Suntaxi
Escobar, técnico de FP y se ha incorporado a una nueva
becaria de investigacién, Teresa Lucena Reyes.

CONVENIOS VIGENTES CON ORGANISMOS

OFICIALES O EMPRESAS

La CECT tiene suscritos dos convenios con empresas y
uno con el KRIBB (Korea Research Institute of Bioscience

& Biotechnology), que incluye a la KCTC (Korean Collection

for Type Cultures).

SERVICIOS PRESTADOS

Depdsitos con fines de patente como Autoridad
Internacional: 56
Nuevas cepas en depdsito publico: 89
Nuevas cepas en depdsito restringido: 2
Identificaciones: 172
Cepas liofilizadas por encargo: 6
Cepas suministradas: 3857

LA CECT CONSOLIDA SU CONDICION DE CENTRO DE
RECURSOS BIOLOGICOS A NIVEL INTERNACIONAL

demas del proyecto de demostracidn ya resefiado en
Ael apartado de investigacion, hay que destacar la parti-
cipacién de la CECT en el proyecto titulado: "European
Consortium of Microbial Resource Centres -EMbaRC" (FP7-
228310), financiado por el 7° Programa Marco de la
Comunidad Europea (INFRA-2008-1.1.2.9: Biological
Resources Centres (BRCs) for microorganisms).

En él participa la CECT junto a otras siete colecciones
europeas (CIRM-INRA, Francia; CRBIP, Francia; BCCM,
Bélgica; CBS, Holanda; CABI, Reino Unido; MUM, Portugal;
DSMZ, Alemania). La duracion es de tres afios (febrero
2009- febrero 2111), y la coordinadora es Sylvie Lortal
(INRA, Institut National de la Recherche Agronomique,
Francia)

El Investigador Principal por la CECT-UVEG es David
Ruiz  Arahal, Profesor Contratado Doctor del
Departamento de Microbiologia i Ecologia de la Universitat
de Valeéncia.

Visitenos en www.cect.org

Actualidad

Junio 2009

SE=EM 47:19



ESPECIAL GRUPO DE MICROBIOLOGIA DE PLANTAS

BACTERIAS
FITOPATOGENAS:

| wrs> POSIBLE SU

Figura 1. Sintomas de tumores en olivo causados por
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi. (Foto A. Garcia )

Ramon Penalver,

Pablo Llop,

Ester Marco-Noales

y Maria Milagros Lopez.

Equipo de Bacteriologia,

Centro de Proteccion Vegetal y
Biotecnologia,

Instituto Valenciano de Investigaciones

Agrarias (IVIA).

as bacterias fitopatégenas causan enfermeda-
des en plantas cultivadas y producen anual-
mente cuantiosas pérdidas en todos los paises
de la Unidn Europea (UE), incluida Espaina. Sin
embargo, los estudios sobre estas bacterias y las
enfermedades que producen se iniciaron en
Espafia mas tarde que en otros paises europeos.
En 1920, E.F. Smith, considerado como el padre
de las bacterias fitopatdégenas, en su libro
“Bacterial diseases of plants”, describid las enfer-
medades conocidas en distintos paises y en refe-
rencia al nuestro indicaba “Spain is a terra incog-
nita”. Esta ausencia de informacidn sobre las
bacteriosis en Espafia continud hasta finales de
la década de los 60, ya que fueron escasos los
trabajos publicados sobre estas enfermedades.
El Laboratorio de Bacteriologia del Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias fue crea-
do en 1977 y desde entonces ha abordado pro-
yectos relacionados con el diagndstico, la epide-
miologia y el control biolégico de distintas bacte-
rias fitopatdgenas. Estos proyectos han ido siem-
pre encaminados a conocer la situacion real de
las enfermedades bacterianas presentes en
Espafia y a prevenir su introduccidn, o si estaban
ya introducidas, su diseminacion, mediante dis-
tintos métodos. Ademas, es desde 1993 el
Laboratorio de Referencia para Bacterias
Fitopatogenas del Ministerio de Medio
Ambiente, Rural y Marino.

Correspondencia: Maria Milagros Lépez.
IVIA-Laboratorio de Bacteriologia. Carretera de Moncada

a Naquera km 4,5, 46113 Moncada, Valencia.
Tel. 963424000. Fax 963424001. e-mail: mlopez@ivia.es
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La prevencioén es el mejor remedio para el control de
las bacterias fitopatdgenas, ya que los tratamientos qui-
micos disponibles y autorizados se reducen en la practica
sélo a los productos cupricos, cuya eficacia es general-
mente mediana, ya que actualmente la legislacidn de la
Unién Europea (UE) prohibe la utilizacién de antibiéticos
en agricultura, a pesar de su demostrada eficacia, debido a
los posibles riesgos de transferencia horizontal de genes
de resistencia.

Los métodos de lucha preventiva frente a las bacterias
fitopatdgenas son multiples, pero se basan esencialmente
en: a) la aplicacién de técnicas de diagndstico sensibles y
especificas que permitan detectar las bacterias en el mate-
rial vegetal; b) el andlisis de las caracteristicas de las cepas
de cada especie y su comparacidon molecular con las de
otros origenes; ¢) el conocimiento de las fuentes de in6cu-
lo y los reservorios de cada bacteriosis en nuestras condi-
ciones; d) el estudio de las estrategias de supervivencia de

las bacterias fitopatdgenas en distintos habitats; y e) el
uso de tratamientos preventivos, entre los que destaca el
control bioldgico.

En los dltimos treinta afios se ha incrementado en
Espafia el nimero de bacteridlogos dedicados a bacterias
fitopatdgenas. Ello ha permitido conocer con mayor exac-
titud el panorama real de las bacteriosis presentes en
Espafia y concentrar esfuerzos en el control de las mds
importantes. El nimero de bacterias fitopatégenas descri-
tas en 2006 en Espafia era ya de 50 y entre ellas destacan
las consideradas como bacterias de cuarentena segin la
Directiva 2000/29, por el peligro potencial que suponen
para la agricultura espafiola.

Esta presentacion del grupo del IVIA de Valencia pre-
tende justificar la labor desarrollada en las distintas etapas
del laboratorio, con algunos ejemplos de modelos bacte-
rianos que se detallan a continuacién y que se han explo-
rado con cierta profundidad (Cuadro inferior).

GRUPO DE INVESTIGACION EN BACTERIAS
FITOPATOGENAS DEL INSTITUTO VALENCIANO DE
INVESTIGACIONES AGRARIAS.

Ramon Pefalver Navarro es Doctor en Biologia
por la Universidad de Valencia (1994) y en la actu-
alidad es Colaborador Cientifico Adjunto Interino
en el Centro de Proteccion Vegetal y Biotecnologia
del Instituto Valenciano de Investigaciones

agentes de biocontrol K84 y K1026.

Ester Marco-Noales es Doctora en Biologia por la
Universidad de Valencia (2000) y en la actualidad
es Colaboradora Cientifica Adjunta en el Centro de
Proteccién Vegetal y Biotecnologia del Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias, centran-
dose su investigacion en aspectos epidemiolégi-
cos de diferentes bacteriosis, particularmente en §
las estrategias de supervivencia de algunas de las S
principales bacterias fitopatdgenas, con especial [gg
énfasis en su supervivencia frente a condiciones
de estrés ambiental.

Maria Milagros Lopez es Dr. Ingeniero
Agrénomo por la Universidad Politécnica de
Valencia y Profesor de Investigacién del IVIA.
Ha realizado estancias en laboratorios del
INRA de Angers (Francia) y el USDA de Florida
(EEUV). Dirige el Laboratorio de Bacteriologia
del IVIA, que es también el Laboratorio de
Referencia de Bacterias Fitopatdgenas del
Ministerio de Agricultura (actualmente de

Agrarias (IVIA), donde desarrolla estudios sobre los Medio Ambiente, Rural y Marino). Es miembro del panel de bacteriélo-
mecanismosimplicados en el control biolégicode 905 de la European and Mediterranean Plant Protection Organization y
la enfermedad de plantas producida por miembro fundador de la European Association of Phytobacteriologists,
Agrobacterium tumefaciens mediante el uso de los asi como actualmente presidenta de la Sociedad Espafiola de
Fitopatologia.

Pablo Llop Pérez es Dr. en Biologia por la
Universidad de Valencia (2003) y actualmente es
Colaborador Cientifico Adjunto en el Laboratorio
de Bacteriologia del IVIA, donde desarrolla investi-
gaciones sobre nuevos métodos de deteccion
molecular de bacterias, estudio de componentes
genéticos presentes en plasmidos que controlan
los factores de virulencia en Erwinia amylovora y
estudios de supervivencia en Xanthomonas citri
subsp. citri por medio de marcadores moleculares
y microarrays del genoma de la bacteria.

El grupo de Bacteriologia del IVIA posee una
dilatada experiencia investigadora reconocida a
nivel nacional e internacional. Ha participado en

-Agrobacterium spp.
-Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
-Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi

. . . Diagnéstico -Erwinia amylovora
mas 20 proyectos de |+D nacionales y en mas de ;
) . . y -Ralstonia solanacearum
una decena financiados por la UE, asi como en L . i
. : caracterizacion -Xanthomonas citri subsp. citri
diversas Acciones Integradas o Proyectos de . .
. . . -Xylophilus ampelinus
Colaboracion. Como resultado de su investi- . .
) . ) . L -Xanthomonas arboricola pv. pruni
gacion ha publicado mas de 160 articulos cienti-
ficos y de divulgacién, y capitulos de libro. -Agrobacterium spp.
También se han impartido numerosas conferen- Biologia y -Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi

cias invitadas en Congresos nacionales e interna-
cionales.

epidemiologia

-Erwinia amylovora
-Ralstonia solanacearum
-Xanthomonas citri subsp. citri

En el cuadro de la derecha se detallan las lineas
de investigacién que sigue el grupo.

Control

-Agrobacterium spp.
-Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
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Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (O EL
RIESGO DE LAS INFECCIONES LATENTES)

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(O EL RIESGO DE LAS SEMILLAS CONTAMINADAS)

seudomonas savastanoi pv. savastanoi es el agente cau-
Psal de la tuberculosis del olivo, que produce tumores en
ramas y tronco (Figura 1), estando considerada como la
tercera enfermedad del olivo en Espafa en cuanto a las
pérdidas que produce. Por eso, se abordd inicialmente la
puesta a punto de varios métodos sensibles y especificos
de diagndstico molecular basados en PCR, incluido un pro-
tocolo “multiplex” que permite detectar simultdneamente
dicha bacteria y cuatro virus que afectan a este cultivo
(Bertolini et al., 2003). Estos protocolos desarrollados pue-
den ser aplicados a plantas con sintomas y a la deteccidon
de esta bacteria como epifita o enddfita. Para ello se
determind, ademds, la metodologia de muestreo mds
apropiada, y la época del afio con méximos poblacionales
(Quesada et al., 2007). También se demostrd la disemina-
cién natural del patégeno en plantaciones jdvenes y el ries-
g0 que representa la introduccién de plantas enfermas.
Sin embargo, todavia no se aplican métodos de deteccidén
en plantas de vivero y se considera, erréneamente, que
esta bacteria es ubicua y que por ello es inutil prevenir esta
enfermedad.

El estudio de las caracteristicas fenotipicas y genotipi-
cas de las cepas espafiolas de esta especie ha permitido,
por un lado, seleccionar marcadores especificos que ayu-
daran a comprender aspectos epidemiolégicos importan-
tes para su prevencion, y, por otro, determinar los patro-
nes de diseminacién de la tuberculosis del olivo en distin-
tas zonas. Ademas, se ha demostrado la eficacia preventi-
va de los tratamientos cupricos, tanto en la diseminacion
de las poblaciones epifitas de la bacteria, responsables de
nuevas infecciones, como en la disminucién de los sinto-
mas.

Por ultimo, la evaluacién comparada de la sensibilidad
de las distintas variedades principales de interés agroné-
mico permite aconsejar, para la plantacién de olivares en
zonas donde la enfermedad esta presente, aquellas varie-
dades menos sensibles (Penyalver et al., 2006).

Figura 2. Sintomas de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis en zona vascular de tallo de tomate. (Foto
M.M. L6pez).

lavibacter michiganensis subsp. michiganensis es el
Cagente responsable del chancro bacteriano del tomate,
enfermedad sistémica que produce marchitez y muerte de
las plantas (Figura 2). Es la principal bacteriosis a nivel
mundial de este cultivo, y esta considerada como un orga-
nismo de cuarentena en la UE. Este patégeno habia sido
identificado esporadicamente en distintas zonas espafio-
las desde 1978, pero desde 2000 han aparecido focos en
Tenerife, Almeria, Murcia, Valencia y Zaragoza. En varios
casos se ha demostrado que la introduccién de la enfer-
medad ha sido debida a semilla comercial contaminada,
producida en paises no comunitarios. La puesta a punto de
nuevos métodos de diagndstico y deteccion, como el
inmuno-aislamiento, ha permitido aumentar la sensibilidad
de los protocolos de deteccidn de esta bacteria en las
semillas, sin pérdida de fiabilidad. Esto es estrictamente
necesario, ya que la baja tasa de contaminacién de las
semillas comerciales da lugar, con frecuencia, a falsos
negativos. Los analisis mediante técnicas moleculares
(ERIC-PCR, RAPD, BOX y AFLP) con cepas aisladas en dis-
tintos afios en Canarias confirman la hipdtesis de una tnica
introduccién (de Ledn et al., 2009).
También se han evaluado distintos compuestos quimicos
comerciales, y combinaciones de varios de ellos, para el
posible tratamiento preventivo, ya que, una vez desenca-
denada la infeccidn sistémica, resulta practicamente impo-
sible su control.

Xanthomonas citri subsp. citri (O COMO LOS
FRUTOS TRANSPORTAN BACTERIAS)

anthomonas citri subsp. citri causa la cancrosis de los
Xcu’tricos, que es una de las enfermedades mas graves
que puede afectarlos, dado que produce manchas erupti-
vas foliares y en fruto, defoliacidn, caida de frutos, pérdida
de vigor vy, por tanto, de produccién (Figura 3). Por todo
ello esta también considerada como bacteria de cuarente-
na segun la legislacion europea y, afortunadamente, toda-
via no esta presente en ningun pais del Mediterraneo. Por
ello, el objetivo basico es impedir su introduccién en
Espafia y en los otros paises de la UE que cultivan citricos.
Como estd prohibida la importacién de cualquier material
vegetal de propagacidn, excepto semillas, pero autorizada
la importacién de frutos sin sintomas, procedente de pai-
ses donde la cancrosis es endémica, los esfuerzos se con-
centran en impedir su introduccién mediante frutos conta-
minados. Para ello se ha colaborado con otros paises en la
puesta a punto de un protocolo integrado de diagndstico
basado en técnicas de PCR de alta especificidad
(Golmohammadi et al., 2007) y en métodos seroldgicos y
de aislamiento, que ha sido adoptado como oficial por la
European and Mediterranean Plant Protection Organization
(EPPO). Su aplicacién ha permitido identificar esta bacte-
ria en frutos importados de distintos paises sudamerica-
nos, y proceder a su destruccidn, o impedir su entrada en
los mercados de la UE.
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La supervivencia de la bacteria en lesiones de frutos
también ha sido estudiada mediante la seleccién del gen
gumD como marcador de viabilidad, y la puesta a punto de
protocolos de deteccién del RNA mensajero mediante PCR
a tiempo real y NASBA, que permitan estudiar el efecto de
distintos tratamientos quimicos o fisicos de los frutos
sobre la viabilidad de este patégeno.

Ralstonia solanacearum (O COMO SOBREVIVIR
FUERA DEL HUESPED)

alstonia solanacearum causa podredumbre y marchitez
Ren las solandceas cultivadas, pero también en plantas
de mas de cincuenta familias (Figura 4). Por la gravedad
de sus sintomas y las pérdidas que ocasiona es asimismo
un organismo de cuarentena, segtn la legislaciéon de la UE.
Se trata de una de las bacterias mds adaptadas para sobre-
vivir en distintos habitats, ya que, ademds de en las plan-
tas, es capaz de mantenerse en variados tipos de suelo
durante largos periodos, asi como en cursos de agua, sien-
do una de las bacterias mas peligrosas para la agricultura.
Este organismo no habia sido citado en Espafia hasta 1995,
pero desde entonces se han identificado distintos focos,
especialmente en patatas importadas y de produccién nacio-
nal, y también se ha identificado en tomate y aguas de
Castilla-Ledn y Andalucia.

Para prevenir su introduccién en Espafia, se han puesto
a punto métodos seroldgicos de deteccidn de elevada sen-
sibilidad, basados en anticuerpos monoclonales especifi-
cos, y métodos moleculares basados en PCR. Pueden ser
aplicados tanto a la deteccidn de la bacteria en material
vegetal sin sintomas, como tubérculos de patata o esque-
jes de geranio (Marco-Noales et al., 2008), como a su
deteccidn en agua, y son aplicados por laboratorios de dis-
tintas comunidades auténomas (CC.AA.).

El estudio de las caracteristicas fenotipicas y genotipi-
cas de las cepas espafiolas ha permitido determinar que se
trata de cepas de la raza 3, biovar 2, filotipo 2, y que han
sido varias las introducciones identificadas en nuestro

pais. En la mayoria de los casos, el origen del indculo pare-

Figura 3. Sintomas de lesiones causadas por Xanthomonas
citri subsp. citri en naranja. (Foto P. Llop).

ce estar consti-
tuido por tubér-
culos de patata
de procedencia
sudamericana o
europea.

Se ha estudia-
do la superviven-
cia de cepas
espafiolas de R.
solanacearum en
agua de riego, y
lainfluencia de la
microbiota nati-
va, especialmen-
te defagos espe-
cificos, en su
supervivencia,
asi como el efec-
to de bajas tem-
peraturas (Alva-
rez et al., 2007).
Se ha demostra-
do que en agua
de rio, a tempe-
raturas inferiores
a 15°C, la bacteria
adopta el ‘“esta-
do viable no cul-
tivable” (VNC), y Figura4. Sintoma de marchitez causa-
que dicho estado da por Ralstonia solanacearum en
es reversible patata. (Foto M.M. Lépez).
cuando aumenta
la temperatura. Ademads, se ha observado correlacién
entre cultivabilidad y patogenicidad.

La prevencidn de la introduccién y diseminacion de R.
solanacearum esta regulada mediante la Directiva 2006/63
de la UE, que obliga a realizar analisis y en caso positivo a
erradicar. Entonces, no es posible cultivar plantas sensi-
bles en los cuatro afios siguientes y, por eso, se ha estu-
diado la migracién de una cepa marcada de R. solanacea-
rum en distintas plantas cultivadas y para determinar su
sensibilidad (Alvarez et al., 2008). Los resultados de la erra-
dicacién en Espafia hasta ahora han sido satisfactorios,
pero los riesgos de nuevas introducciones, y especialmen-
te los focos de los rios y arroyos, suponen un peligro cons-
tante.

Erwinia amylovora (O LAS BASES DE UNA
ERRADICACION EFICAZ)

rwinia amylovora, también patdgeno de cuarentena en

la UE, es responsable de la enfermedad denominada
fuego bacteriano, que afecta especialmente a peral, man-
zano, nispero, membrillero y rosaceas ornamentales
(Figura 5). En Espafia fue identificada por primera vez en
1995 en Guipuzcoa. La necesidad de realizar prospecciones
intensivas en todas las zonas de cultivo de especies sensi-
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bles obligd a disefiar técnicas seroldégicas basadas en anti-
cuerpos monoclonales especificos, y técnicas moleculares
basadas en nested-PCR en un solo tubo (Llop et al., 2000),
que fueron transferidas a los Servicios de Sanidad Vegetal.
También forman parte del protocolo oficial de la EPPO y
del de la International Plant Protection Convention de la
FAO, que estd en revisidn.

Desde entonces se han detectado distintos focos en

Figura 5. Sintomas de Erwinia amylovora en brote (arriba)
y fruto de peral (debajo). (Fotos E. Marco-Noales).

nueve CC.AA. del norte y centro de Espafia y se han lleva-
do a cabo medidas de erradicacién. Se ha considerado que
la erradicacién era la solucién preferible dado el pequefio
tamano de los focos y la abundancia de variedades sensi-
bles en las zonas afectadas.

Para conseguir una erradicacion eficaz, aunque a largo
plazo, es necesario conocer las fuentes de indculo y los
reservorios de la bacteria problema, sus estrategias de
supervivencia y sus medios de diseminacién. Por ello se
han estudiado las caracteristicas de las cepas espafiolas de
distintos origenes en un analisis polifasico utilizando varias
técnicas moleculares (RAPD, MSP-PCR, PFGE, AFLP), que
han permitido concluir que ha habido varias introduccio-
nes de E. amylovora en Espafia, estando algunas de ellas
directamente relacionadas con la importacién de plantas
de paises de la UE, pero se desconoce el origen exacto de
otros focos (Donat et al., 2007). En estos trabajos también
se han encontrado cepas con caracteristicas especiales,
carentes del plasmido pEA29, considerado universal, pero
con otro plasmido no previamente descrito, denominado
pEI70, asi como una nueva especia de Erwinia, denomina-
da Erwinia piriflorinigrans. Ademas se ha demostrado la
capacidad de E. amylovora de sobrevivir en agua y en bro-
tes, y manzanas maduras (Ordax et al., 2009). También se
ha visto que la bacteria entra en estado VNC en condicio-
nes de estrés por cobre y por falta de nutrientes (Ordax et
al., 2006), recuperando la cultivabilidad y también la pato-
genicidad cuando desaparece el estrés.

Hasta ahora se ha demostrado la eficacia de la erradi-
cacidén en varias zonas, probablemente debido a la detec-
cién temprana de la bacteria. Ello es especialmente rele-
vante ya que se trata de la primera vez que se ha conse-
guido la erradicacion de esta grave enfermedad en un drea
determinada.

Agrobacterium tumefaciens (O COMO EL
CONTROL BIOLOGICO PUEDE SER EFICAZ)

| primer ejemplo practico de métodos de lucha preven-

tiva se aplicéd al patosistema Agrobacterium tumefa-
ciens-plantas de vivero, que aun se sigue estudiando en
nuestro grupo. A. tumefaciens es la bacteria causante de
tumores en cuello, raices y con menor frecuencia en tallo
(Figura 6), teniendo un amplio espectro potencial de hués-
pedes, ya que puede abarcar a mas de 700 especies de
plantas. En Espafa, esta enfermedad es conocida desde
principios del siglo XX, y ha sido citada en gran cantidad de
frutales y ornamentales. Aparte de los dafios directos a la
planta, las pérdidas en viveros de frutales, vid y rosal son
especialmente graves, ya que no se pueden comercializar
lotes que contengan plantas con tumores.

Los estudios realizados han permitido la puesta a
punto de protocolos sensibles y especificos de diagndsti-
co en plantas con tumores para la deteccién de infeccio-
nes latentes, basados inicialmente en PCR convencional
con control interno (Cubero et dl., 1999) y recientemente
en PCR a tiempo real. Ademds se han disefiado técnicas de
tipado especifico mediante RAPD (Llop et al., 2003), y se
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ha profundizado en el conocimiento de la biologia de la
bacteria en distintos huéspedes, como la vid, y su capaci-
dad de migracidn en frutales y rosal.

Pero los avances mds significativos han tenido lugar en
el control bioldgico de esta enfermedad, demostrandose
la eficacia de dicho método y estudiandose los mecanis-
mos implicados en el mismo, tanto en la cepa original de
Agrobacterium sp. K84, como su sucesora modificada
genéticamente, la cepa K1026. Ambas han resultado efica-
ces frente a distintas cepas patdgenas espafiolas, en dis-
tintos huéspedes y condiciones (Penyalver et al., 2000).
Ademéds se ha demostrado la importancia de la transferen-
cia de plasmidos entre el agente de biocontrol y el paté-
geno en este sistema de control bioldgico (Vicedo et al.,
1996), y se ha estudiado el comportamiento de cepas
transconjugantes (Lépez-Ldpez et al., 1999).

A pesar de su eficacia préctica, no se ha conseguido
todavia el registro de la cepa K1026 en la UE, con lo que se
da la paradoja de que existiendo una cepa eficaz, conoci-
miento cientifico y técnico que lo avala, y carencia practi-
ca de riesgo, no se ha conseguido todavia su registro en la
UE, por lo que dicha cepa no esta todavia a disposicion de
los viveristas espafioles ni europeos.

Figura 6. Sintomas de tumores en cuello y raices causa-
dos por Agrobacterium tumefaciens en rosal. (Foto M.M.
Lopez).

CONCLUSIONES (O LAS DIFICULTADES
PRACTICAS DE LA PREVENCION)

odos estos ejemplos nos ilustran sobre la absoluta
Tnecesidad de utilizar los métodos de control preventi-
vo de bacteriosis de plantas para reducir la importancia
econdmica de las pérdidas que causan en Espafia. Sin
embargo, los estudios realizados sobre estas enfermeda-
des, tanto aqui, como en otros paises, nos demuestran
que la puesta a punto de métodos sensibles y especificos
de deteccién (Lépez et al., 2008) parece ser mas sencilla
que el disefio de métodos eficientes de muestreo. La iden-
tificacion de nuevos reservorios o estrategias de supervi-
vencia no previamente descritas tiene un elevado interés
cientifico, pero nos hace sospechar que la gran capacidad
de adaptacion de las bacterias les permitird sobrevivir en
condiciones muy adversas por largos periodos de tiempo,
haciendo mas dificil su control preventivo. Y que el mejor
método de diagndstico o deteccidn no sera eficaz si no se
aplica a una muestra representativa y tomada adecuada-
mente.

La informacidn sobre la diversidad genética de las
cepas espafolas de distintas especies de bacterias fitopa-
tégenas ha resultado del méximo interés, ya que las técni-
cas moleculares utilizadas han permitido distinguir si se
trataba de una o varias introducciones y establecer, en
funcién de ello, las estrategias de control o erradicacion
mas apropiadas. El mayor problema es que, mientras se
consigue una coleccidn representativa de aislados y se
seleccionan las técnicas de andlisis mds convenientes en
cada modelo, ese tiempo puede resultar crucial para con-
trolar la diseminacién de la bacteria, lo que es especial-
mente grave en el caso de organismos de cuarentena.

Ademas, el control bioldgico no parece ser de momen-
to la panacea universal para el control de bacteriosis de
plantas y, desgraciadamente, los brillantes resultados con-
seguidos con las cepas K84 y K1026 son mas bien la excep-
cién que la regla, ya que no existen muchos mas casos de
bacteriosis en las que el control bioldgico se haya mostra-
do eficaz en su utilizacién practica, desplazando al control
quimico.

Estas conclusiones sdlo pretenden ser realistas, y sefia-
lar el largo camino que todavia queda por recorrer para que
la prevencién efectiva de las bacteriosis de plantas sea un
hecho y permita evitar las pérdidas causadas por las mis-
mas. Ahora, en 2009, ya sabemos qué problemas nos plan-
tean las bacterias fitopatégenas y pretendemos aportar
informacidn cientifica que permita avanzar, quizas lentos,
pero seguros, hacia su prevencidn, control y erradicacion.
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dirigido por un miembro de esta Sociedad el primer
receptor de esta beca.
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RESENAS DE CONGRESOS

Barcelona 12-14 noviembre 2008

[l Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia

Microbiana -CMIBM2008-, VI Reunién Cientifica del
Grupo Especializado de Microbiologia Industrial vy
Biotecnologia Microbiana de la Sociedad Espafiola de
Microbiologia, se celebré en Barcelona del 12 al 14 de
noviembre de 2008 organizado por los profesores
Francisco Javier Pastor y Pilar Diaz, de la Universidad de
Barcelona.

El Congreso contd mds de 120 participantes entre pro-
fesores e investigadores del ambito universitario y de cen-
tros de investigacion, y con la participacion activa de espe-
cialistas del sector empresarial e industrial.

La conferencia inaugural “Sustainable Enzyme

Technologies for Lignocellulosic Biorefineries” corrid a
cargo de la profesora Liisa Viikari (Universidad de Helsinki)

Il Congreso Nacional

de Microbiologia Industrial
y Biotecnologia Microbiana
- CMIBM - Barcelona 2008

y la conferencia de clausura “La busqueda de nuevos fdr-
macos a partir de microorganismos: ;qué hemos aprendido
después de 80 afnos?” fue impartida por el Dr. Fernando
Peldez (Merck, Sharp & Dohme de Espafia, S.A.).

El programa cientifico conté con 76 presentaciones
entre ponencias, comunicaciones orales y pdsters, organi-
zados en 6 mesas redondas:

1. Biotecnologia de la Biomasa
(Moderadora: Maria Jesis Martinez).

2. Microbiologia Industrial de Alimentos
(Moderador: Evaristo Sudrez).

3. Metabolitos Secundarios en Biotecnologia
(Moderadora: Paloma Liras).

4. Biotecnologia Enzimdtica
(Moderadora: Pilar Diaz).

5. Biotecnologia de Microorganismos Extremdfilos
(Moderador: Antonio Ventosa).

6. Microbiologia Molecular Industrial
(Moderador: Antonio Judrez).

Podéis consultar toda la informacién sobre las presen-
taciones orales y pdsters en la pdagina web
http://www.ub.edu/CMIBM2008/

Las sesiones cientificas y actos sociales del Congreso
tuvieron lugar en la sede del Institut d’Estudis Catalans, edi-
ficio histdrico situado en el centro de Barcelona, que cons-
tituyd un marco idéneo y creo un clima muy apropiado
para el desarrollo del Congreso.

Es de destacar la asistencia y participacién activa de
jévenes investigadores, que impartie-
ron un buen ndmero de las ponencias
y comunicaciones orales. El Congreso
hizo patente el excelente nivel cienti-
fico del Grupo Especializado de
Microbiologia Industrial y
Biotecnologia Microbiana de la SEM,
. asi como su actualidad tematica. La
FL? participacion de cientificos especialis-
tas en distintas ramas de
Microbiologia Industrial, Ingenieria y
otras dreas afines, asi como de profe-
sionales de empresas biotecnoldgicas
convirtié al Congreso en un foro de
§ debate de los aspectos mas relevan-

tes e innovadores de la Biotecnologia
de Microorganismos.

Francisco Javier Pastor

Presidente del Comité Organizador
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ESPECIAL GRUPO DE MICROBIOLOGIA DE PLANTAS
El oidio de las cucurbitaceas,

Podosphaera fusca

a agricultura representa una de las principales activida-

des de la economia espafiola. Dentro del sector horti-
cola destaca el cultivo de las cucurbitdceas, con unos
beneficios anuales cercanos a los mil millones de euros.
Los principales cultivos son los de meldn, sandia, pepino,
calabacin y calabaza, con gran importancia tanto en dietas
locales como en las exportaciones. Entre las enfermeda-
des de origen fungico que afectan a estos cultivos destaca
por su importancia epidemioldgica el oidio de las cucurbi-
taceas. Los oidios son sin duda las mas comunes, conspi-
cuas y facilmente reconocibles de las enfermedades vege-
tales. En cucurbitdceas la enfermedad se distingue clara-
mente por el desarrollo de
unas manchas blanquecinas
de aspecto pulverulento en
hojas, peciolos, tallos y rara-
mente en frutos (Figura 1A).
La enfermedad estd causada
fundamentalmente por dos
especies, Golovinomyces
cichoracearum o Podosphaera
fusca, que inducen sintomas
idénticos pero que pueden
ser facilmente distinguibles
bajo el microscopio. En
Espafia como en muchos
otros paises productores de
cucurbitaceas, P. fusca es el
principal agente causal de la |
enfermedad que representa '
un serio problema y es uno Py y,
de los factores mds impor- ‘Q
tantes que incrementan los s
costes de produccién y limi- N
tan el rendimiento de estos
cultivos (Pérez-Garcia et al.,
2009).

Para un control adecuado
de una enfermedad es nece-
sario un buen conocimiento
de la biologia del patégeno
responsable de la misma. Los
oidios (phylum Ascomycota,
clase Leotiomycetes, orden
Erysiphales) son, probablemente, el grupo de patégenos
vegetales mas desconocido a pesar de su gran importancia
agrondémica, todo ello debido a su dificultad de manejo en
el laboratorio. Estos hongos son pardsitos biotrofos obli-

Alejandro Pérez Garcia
Departamento de Microbiologia,
Facultad de Ciencias,
Universidad de Malaga, Malaga
aperez@uma.es

gados que crecen en la mayoria de los casos sobre la
superficie de la planta y obtienen los nutrientes de las célu-
las epidérmicas por medio de unas estructuras especiales
de parasitismo denominadas haustorios, lo que limita su
cultivo en medios nutritivos. La investigacion a nivel mole-
cular se ha concentrado practi-
camente en una Unica especie
M Blumeria graminis f.sp. hordei,
wa el oidio de la cebada, que se ha
convertido en la especie mode-
lo de este grupo de patdgenos,
y a pesar de las dificultades, en
uno de los hongos fitopatdge-
nos mejor conocidos. De
hecho, el genoma de B. grami-
nis f.sp. hordei estd practica-
mente completado y su proxi-
ma publicacion representara
sin duda uno de los avances
mas importantes en la biologia
de los oidios de los dltimos
afios. Del resto de oidios la
. informacidn disponible es com-
parativamente muy escasay en
muchisimos casos virtualmente
« inexistente. Podosphaera fusca
es un buen ejemplo de la abso-
luta falta de conocimiento a
nivel molecular de la mayoria
- o . .
‘« de los oidios. Una simple bus-
= queda en bases de datos de
secuencias de P. fusca sdlo
revela secuencias de ITS-rDNA
utilizadas en estudios taxond-
micos y filogenéticos, y unas
cuantas secuencias asociadas a
patentes y de dianas de fungici-
das. Se hace por tanto necesario el profundizar en la bio-
logia bdsica de estos organismos como estrategia funda-
mental para el desarrollo de de medidas de control mas
racionales y duraderas.

=

Figura 1. El oidio de cucurbitaceas Podosphaera
fusca. A. Sintomas tipicos de la enfermedad. B. Detalle
a microscopia electrénica de barrido de una colonia de
P. fusca donde se observa el entramado de hifas y varios
conidioforos (flecha).
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PERO, ;:QUE SABEMOS DE LA BIOLOGIA BASICA
DE P. fusca?

| ciclo de vida de P. fusca estd relativamente bien carac-

terizado. El ciclo de vida asexual es muy parecido al de
otros oidios. El ciclo asexual comienza cuando un conidio
alcanza la superficie de un huésped susceptible y germina.
La espora produce un tubo germinativo observable 6-8 h
después de la inoculacién que termina en un apresorio indi-
ferenciado, desde el que se forma un haustorio. Desde este
tubo germinativo o desde la espora se forma una hifa pri-
maria que origina un segundo apresorio y haustorio, proce-
so que ocurre entre las 24-48 h después de la inoculacidn.
Luego las hifas se ramifican para formar hifas secundarias
(72 h). Desde algunas hifas secundarias emergen conidiéfo-
ros erectos en los que se originan 5-10 conidios o esporas
asexuales dispuestos en cadena (Figura 1B), completando-
se asi el ciclo asexual en 4-5 dias. Tanto el entramado de
hifas secundarias como los conidios forman el tipico mice-
lio blanquecino sobre la superficie de la planta que consti-
tuye el sintoma mds caracteristico de la enfermedad.
Podosphaera fusca es un hongo heterotalico por lo que
para se inicie el ciclo sexual se requiere la presencia de hifas
de los dos tipos de compatibilidad sexual. Como conse-
cuencia, se forma un cuerpo fructifero redondeado deno-
minado casmotecio que contiene una Unica asca con 8
ascosporas o esporas sexuales. Los detalles de la forma-
cién y fusion de gametos son, sin embargo, todavia desco-
nocidos. Ademas, el ciclo sexual es muy poco frecuente en
campo, por lo que la relevancia epidemioldgica de la fase
sexual de este patdgeno permanece aun por determinar.

En lo que se refiere a las interacciones patdgeno-planta
se conocen algunos detalles relacionados con la fisiologia
de la respuesta defensiva del hospedador. Los programas
de mejora de la resistencia frente al oidio de cucurbitaceas
tienen una larga historia y en la actualidad estan disponi-
bles en el mercado muchas variedades de pepino, melény
calabaza con resistencia a P. fusca. Se han descrito varios
genes de resistencia (denominados Pm) especialmente en
meldn, siendo esta resistencia monogénica y dominante en
la mayoria de los casos, aunque se han descrito genes rece-
sivos. No obstante, a pesar de que se dispone de muchas
variedades comerciales con resistencia a P. fusca, el desa-
rrollo de nuevas razas fisioldgicas del patégeno limita de
forma considerable el control de la enfermedad mediante
esta estrategia de empleo de cultivares resistentes. Se
conocen dos mecanismos basicos de resistencia a oidios, la
denominada resistencia prehaustorial (asociada a la forma-
cién de papilas) y la resistencia post-haustorial (asociada a
la reaccién de hipersensibilidad o HR), sin embargo, en
cucurbitdceas sélo se identificado la resistencia de tipo
post-haustorial. Aunque se asume que la interaccidn
meldn-P. fusca cumple con el concepto conocido como
interaccion gen-a-gen, todavia no se han aislado secuencias
de los genes Pm ni se han identificado genes de avirulencia
en el patdgeno. En la resistencia post-haustorial de meldn
frente a P. fusca se conoce parte de los mecanismos de
defensa implicados en dicha resistencia (Romero et al.,

2008). En comparacion con plantas sensibles, en las plantas
resistentes los primeros cambios fisioldgicos que se obser-
van estan relacionados con la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno como el perdxido de hidrégeno
(Figura 2A) o el idén superdxido. Estos cambios tienen lugar
4 h después de la inoculacidn, es decir, antes de la forma-
cion de los primeros haustorios (12 h). Tras este estallido
respiratorio inicial se observa un fuerte reforzamiento de
paredes celulares con la aparicién de depdsitos de calosa
(Figura 2B) y lignina 12-24 h después de la inoculacién.
Curiosamente y a diferencia de otros sistemas patdgeno-
planta, los niveles transcripcionales de fenilalanina amonio
liasa no parecen cambiar en respuesta a P. fusca. Lo que sf
se ha puesto de manifiesto es una expresién diferencial de
proteinas PR como [-1,3-glucanasa, que se caracteriza por
una rapida activacion de la transcripcion 12 h después de la
inoculacidn seguido de un pico de actividad 48 h después
de la inoculacién (Rivera et dl., 2002). En resumen, la mani-
festacion de los mecanismos de defensa, incluida la muerte
celular caracteristica de la HR, es tipicamente post-hausto-
rial, aunque el inicio de la respuesta tiene lugar antes de la
formacion del primer haustorio. Sin embargo, en algunas
lineas resistentes de meldn se observa un patrdn de resis-
tencia post-haustorial ligeramente distinto al anteriormente

¢

Figura 2. Mecanismos de defensa de mel6n frente a
P. fusca. A. Produccion de peroxido de hidrégeno (preci-
pitado marrén rojizo). B. Reforzamiento de la pared celu-
lar mediante depositos de calosa (fluorescencia amarilla).
Notese la presencia de conidios germinados del patégeno
(flechas).
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descrito, en el sentido de que la modificacion fisioldgica
mas relevante es la acumulacién de calosa, mientras que la
reaccion de hipersensibilidad parece jugar un papel secun-
dario (Kuzuya et al., 2006).

HERRAMIENTAS PARA SU ESTUDIO

omo ya se ha comentado, los oidios son hongos difici-

les de manejar por su naturaleza de parasitos obliga-
dos. El cultivo en el laboratorio de P. fusca se hace normal-
mente sobre cotiledones de especies susceptibles como
Lagenaria, meldn o calabacin que se mantienen in vitro
sobre medio agarizado (Figura 3A), lo que permite el culti-
vo de los aislados o cepas del hongo en condiciones con-
troladas (Alvarez y Torés, 1997). Este método de cultivo
servia a su vez como método de mantenimiento mediante
resiembras periddicas, pero no era el sistema mas desea-
ble porque no permitia el mantenimiento de grandes
colecciones de aislados, era muy tedioso, propenso a la
contaminacién y ademds no prevenia de cambios genéti-
cos o fisiolégicos tras numerosos subcultivos.
Afortunadamente, el desarrollo de métodos de conserva-
cion a -80°C (Pérez-Garcia et al., 2006) o en nitrégeno liqui-
do (Bardin et al., 2007) ha solucionado este problema, per-
mitiendo la conservacidn de colecciones mas numerosas
durante periodos de tiempo de hasta varios afios, lo que
supone un salto cualitativo fundamental para el estudio de
este patdgeno, ya que permitird la realizacién de estudios
epidemiolégicos y de
genética de poblacio-
nes tan limitados
hasta el momento. Un
aspecto no superado
todavia en compara-
cién con otros oidios
como B. graminis, es el
analisis genético de
caracteres de P. fusca
mediante cruzamien-
tos meidticos. Aunque
se tienen bien defini-
dos los dos tipos de
compatibilidad sexual
y la formacién de cas-
motecios se puede
inducir en el laborato-
rio, se desconocen
por completo las con-
diciones mds adecua-
das para la madura-
cién de los casmote-
cios y el desarrollo de
las ascosporas. No
obstante, el desarro-
llo de nuevas técnicas
moleculares estd per-
mitiendo superar
muchos de los proble-

Figura 3. Herramientas basicas
para el estudio de P. fusca.
A. Colonias de P. fusca sobre un coti-
leddn de calabacin. B. Amplificacion
del genoma mediante MDA.

mas tradicionalmente asociados a la investigaciéon de los
ofdios. Los estudios moleculares en estos patdgenos estan
limitados por la dificultad de extraer DNA o RNA de calidad
adecuada y en cantidad suficiente para realizar andlisis
moleculares a gran escala. Sin embargo, las modernas tec-
nologias de amplificacion de genomas y transcriptomas
completos tienen el potencial para superar estas limitacio-
nes. De hecho, el método denominado “amplificacion por
desplazamiento multiple” (MDA) es un sistema de amplifi-
cacion de genomas completos que ha sido aplicado con
éxito en P. fusca (Fernandez-Ortufio et al., 2007). Este
método permite obtener microgramos de DNA de alto
peso molecular, alta fidelidad y representativo del geno-
ma amplificado (Figura 3B), a partir de unos pocos nano-
gramos de DNA de partida, que puede usarse para distin-
tas aplicaciones, pero que puede ser muy util en estudios
de biologia de poblaciones cuando se necesita analizar un
gran nimero de aislados en campos como en epidemiolo-
gia molecular o genética de poblaciones. Esta técnica ha
permitido abordar estudios moleculares como el llevado a
cabo para determinar el papel de mutaciones en el gen
CYTB en la resistencia a estrobilurinas en P. fusca
(Fernandez-Ortufio et al., 2008). De la misma manera, se
han desarrollado sistemas para la amplificaciéon de trans-
criptomas completos a partir de unos pocos microgramos
de RNA (Tomlins et al., 2006), con lo cual en la actualidad
se dispone de la tecnologia necesaria para el abordaje de
estudios gendmicos en microorganismos hasta ahora
recalcitrantes a este tipo de estudios como los oidios.

EL PROBLEMA DE LA RESISTENCIA A FUNGICIDAS

unque se han invertido grandes esfuerzos en progra-

mas de mejora, los agricultores siguen viendo en el
oidio de las cucurbitaceas a una de sus grandes preocupa-
ciones, de manera que la aplicacién de fungicidas contintia
siendo la principal herramienta de lucha contra esta enfer-
medad en la mayoria de los cultivos. El impacto del control
quimico, sin embargo, ha sido mucho mas atenuado de lo
esperado por la facilidad con la cual P. fusca desarrolla
resistencia, haciendo ineficaces rdpidamente a muchos
fungicidas sistémicos. Desde la primera deteccién de
cepas resistentes a benomilo en 1967 en EEUU, P. fusca ha
exhibido un elevado potencial para desarrollar resistencias
a varias clases de fungicidas incluyendo benzimidazoles
(MBQ), inhibidores de C14-0-demetilasa (DMI), morfolinas,
organofosfatos, hidroxipirimidinas, inhibidores Qo (Qol) y
quinoxalinas (McGrath, 2001). En Espafa el oidio de las
cucurbitdceas se controla principalmente mediante dos
clases de fungicidas, estrobilurinas y DMI. Como conse-
cuencia de este uso preferente se han detectado impor-
tantes problemas de resistencia a estos productos en las
principales zonas de cultivo de cucurbitaceas de la mitad
sur de la peninsula (Fernandez-Ortufio et al., 2006). El
manejo efectivo de la resistencia a fungicidas en un hongo
fitopatdgeno reside en gran parte en la capacidad para la
evaluacién y el seguimiento eficaces de la misma en
campo. En el caso de hongos biotrofos como los oidios, la
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evaluacién de la resistencia se convierte en un proceso
largo y tedioso, poco Util en la toma de decisiones, por lo
que se hace necesario el desarrollo de sistemas de diag-
ndstico rdpido de estas resistencias, para lo que se necesi-
ta establecer previamente las bases moleculares de las
mismas. Las estrobilurinas o fungicidas Qol tienen su diana
en la respiracion mitocondrial del hongo, en concreto se
unen al sitio Qo del complejo enzimdtico citocromo bcy,
bloqueando la transferencia de electrones en la cadena
respiratoria y conduciendo a una deficiencia en ATP. En
muchos hongos patdgenos incluido P. fusca, la resistencia
viene conferida por una mutacién puntual en el gen CYTB
lo que se traduce en un cambio de glicina por alanina en la
posicidn 143 (G143A) del citocromo b. La presencia de esta
mutacién ha sido utilizada con éxito para la deteccién y
cuantificacién molecular de resistencia a fungicidas Qol en
varios hongos fitopatégenos mediante PCR especifica de
alelo y gPCR. Curiosamente la sustitucion G143A no se ha
observado en ninguno de los aislados de P. fusca resisten-
tes a Qol examinados en nuestro laboratorio, asi como
tampoco se ha observado ningin otro cambio que corre-
lacione con laresistencia. Por lo tanto, el mecanismo mole-
cular preciso que confiere resistencia a Qol en las pobla-
ciones espafiolas de P. fusca no se ha identificado todavia.
Por su parte, los DMI son los fungicidas mds usados en
agricultura y también contra los oidios. Actdan inhibiendo
la citocromo P450 esterol 14-0-demetilasa (CYP51) lo que
se traduce en una reduccién de los niveles de ergosterol,
un componente mayoritario de las membranas del hongo,
y la acumulacién de esteroles intermediarios téxicos como

14-0-metil-3,6-diol. Muchos patégenos, incluidos los
oidios, han desarrollado resistencia a los DMI, habiéndose
propuesto varios mecanismos moleculares para explicar
esta resistencia entre los que se incluyen mutaciones o
sobreexpresién del gen CYP51. En lo referente a la resis-
tencia a fungicidas DMI en P. fusca la sobreexpresion de
CYP51 ha quedado descartada como principal mecanismo
de resistencia ya que no existen diferencias de expresién
consistentes entre aislados sensibles y resistentes a DMl y
ademads el promotor de CYP51 es idéntico en ambos tipos
de aislados. No obstante, parece existir cierta correlacién
entre determinadas sustituciones de aminodcidos y los
diferentes fenotipos de resistencia observados. Estudios
de modelado parecen situar estos cambios de aminoaci-
dos en el canal de acceso del sustrato al sitio catalitico de
la enzima, lo que podria explicar su papel en la resistencia.
Para confirmar este punto y puesto que a dia de hoy no es
posible transformar de forma estable ningun oidio, esta-
mos introduciendo tanto alelos sensibles como resistentes
a DMI en levadura con objeto de demostrar el papel de
estas mutaciones en la resistencia a estos fungicidas.

CONTROL BIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD, ;UNA
ALTERNATIVA FACTIBLE?

| preocupante problema de la resistencia a fungicidas y

la creciente concienciacion de la opinidn publica sobre
los efectos negativos de muchos productos quimicos
sobre el medio ambiente, ha propiciado la busqueda de
medidas para el control del oidio de las cucurbitdceas
alternativas o complementarias a los productos fitosanita-
rios convencionales, pero ambientalmente mas acepta-
bles. Productos naturales tales como extractos vegetales,
detergentes, aceites minerales, soluciones de micronu-
trientes, silice e incluso la leche cruda de vaca, han sido
propuestos en la literatura como alternativas menos per-
judiciales que las practicas de control tradicionales. Sin
embargo, la estrategia de control mas investigada de tales
alternativas estd basada en el empleo de enemigos natu-
rales del patégeno o lo que es lo mismo, el control bioldgi-
co. En términos generales, las estrategias a priori mas inte-
resantes para el control bioldgico de los oidios se pueden
clasificar en dos tipos: 1) el empleo de microorganismos
que son enemigos naturales de los oidios que los atacan
mediante parasitismo y/o antibiosis y 2) el empleo de
microorganismos que protegen a la planta contra los
oidios mediante la induccién de los mecanismos de defen-
sa del huésped. En nuestro laboratorio hemos demostrado
la eficacia de productos basados en esporas de los hongos
micoparasitos Ampelomyces quisqualis y Lecanicillium leca-
nii, asi como de dos cepas de Bacillus subtilis (Figura 4),
para controlar el oidio de cucurbitdceas en meldn a escala
semicomercial (Romero et al., 2007¢). Ademds, las bases
moleculares de la actividad de biocontrol de las cepas de B.
subtilis han sido examinadas en detalle, estableciéndose el
papel de los lipopéptidos de las familias de las iturinas y de
las fengicinas como los principales responsables de la acti-
vidad antagonista contra P. fusca (Romero et al., 2007b).
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Figura 4. Agentes de control biolégico de oidio de
cucurbitaceas. A. Hifas de Lecanicillium lecanii penetrando
(flecha) un conidio de P. fusca. B. Células de Bacillus subtilis
sobre un conidio germinado de P. fusca.

Ademds, se constataron los dafios ultraestructurales oca-
sionados por estos lipopéptidos en las membranas celula-
res de los conidios de P. fusca (Romero et al., 2007a). Para
cultivos en campo abierto como los de meldn, la estrategia
de usar hongos micopardasitos o bacterias productoras de
antibidticos es inviable, ya que estos organismos son muy
dependientes de una humedad relativa elevada para llevar
a cabo con éxito la actividad de biocontrol, por lo que el
empleo de estos microorganismos quedaria restringido a
cultivos protegidos. Por tanto, se hace necesario o bien
mejorar la supervivencia de estos agentes para su empleo
en campo abierto, o bien considerar otro tipo de estrate-
gias de control bioldgico que permitan evitar la exposicion
de los agentes a un ambiente tan dificil y cambiante como
es la filosfera de estos cultivos. Una posible estrategia es
el empleo de rizobacterias, como son ciertas cepas de
Pseudomonas y Bacillus que colonizan el aparato radicular
de la planta sin causar dafio aparente y que parecen pro-
teger a la planta de infecciones posteriores mediante la
induccidn de las defensas de la planta en un fenédmeno
conocido como resistencia sistémica inducida o ISR (van
Loon et. al., 1998). En cucurbitaceas el fenémeno de la ISR
ha sido demostrado Unicamente en pepino y frente a algu-

&8 nas enfermedades pero no frente a oidio. Por tanto, el

empleo de rizobacterias inductoras de ISR aparece como
una alternativa a explorar en la lucha contra el oidio de las
cucurbitdceas. En nuestro laboratorio hemos selecciona-
dos varias cepas de P. fluorescens, B. subtilis y B. cereus
como rizobacterias inductoras de ISR en meldn que pare-
cen proteger frente al oidio en ensayos en camara bajo
condiciones controladas. En la actualidad estamos anali-
zando las bases moleculares de la ISR en melén inducida
por estas bacterias, asi como su capacidad de proteccién
frente a otras enfermedades y sobre otras plantas hospe-
dadoras.

CONCLUSIONES

odosphaera fusca representa una de las amenazas mas
Pserias para la produccidon de cucurbitdceas en todo el
mundo. A pesar de los esfuerzos realizados para la obten-
cién de variedades mejoradas y el desarrollo de nuevos
fungicidas, el control efectivo y consistente de la enferme-
dad permanece aun esquivo a los agricultores. El uso de
variedades resistentes, combinado con la alternancia de
fungicidas y la progresiva introduccion de alternativas mas
seguras que los productos quimicos convencionales, inclu-
yendo productos inorganicos, orgdnicos y bioldgicos,
seran las estrategias usadas en el control de la enferme-
dad en los préximos afios. Aunque el andlisis genético de
caracteres de P. fusca esta todavia por resolver, las herra-
mientas moleculares emergentes desarrolladas para el
patdgeno y la inminente secuenciacidn del genoma de B.
graminis f. sp. hordei y otros oidios serdn muy Utiles para el
planteamiento de investigaciones futuras. En concreto,
estos avances facilitaran el andlisis de los procesos fisiold-
gicos y moleculares implicados en la patogenicidad y bio-
logia de P. fusca, y la comprensién del didlogo molecular
entre patégeno y hospedador. Todo esto sentara las bases
para el disefio de nuevas materias activas efectivas contra
este oidio, permitiéndonos encarar la enfermedad y el
disefio de programas de control de una manera mas racio-
nal.
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La cuarta edicién de este premio se fallara durante la celebra-
cién del XXIl Congreso Nacional de Microbiologia - SEM 2009.

Bases del concurso:

e Podran participar todas las personas interesadas en el tema
inscritas en el XXIl Congreso Nacional de Microbiologia de
la SEM (Almeria, septiembre de 2009).

e Las fotograffas se ajustardn al formato 18x24 cm. La foto-
grafia tendrd que presentarse sobre cartulina que le sobre-
pase 3 cm alrededor.

e Para entrar en el concurso el tema serd inédito y tendra que
estar relacionado con la Microbiologia.

e La fotograffa se presentard bajo un pseuddnimo en un sobre
cerrado junto con otro con los datos del autor: nombre,
apellidos, nimero del DNI, domicilio y teléfono de contacto.

e Cada autor podra concursar con un maximo de 3 fotografias.

e Los originales deberan remitirse a la Secretaria del XXII
Congreso Nacional de la SEM:

Secretaria del XXIl Congreso de la SEM
Departamento de Biologia Aplicada (Area de Microbiologia)
Universidad de Almeria
La Cainada de San Urbano
04120 Almeria
e Elplazo para la recepcidn de fotografias concluira el dia de la

Premio de Fotografia

“Federico Uruburu”

inauguracion del XXIl Congreso Nacional de Microbiologia
de la SEM (21 de septiembre).

e Se otorgara un Unico premio consistente en una camara de
fotos digital.

¢ Cada obra deberd llevar un titulo expreso, marcado en el pie
de la fotografia, y una nota breve explicativa de su conte-
nido, que no excederd de cincuenta palabras.

e Las obras presentadas a concurso quedaran expuestas
durante el transcurso del XXII Congreso Nacional de
Microbiologfa de la SEM.

¢ Laeleccidn de la obra galardonada se efectuard por votacion
popular entre los asistentes al XXIl Congreso Nacional de
Microbiologia de la SEM. Durante su celebracidn, se comu-
nicard debidamente a los congresistas el lugar y forma de
realizar la votacion.

e Las obras presentadas al concurso quedaran en propiedad
de la Sociedad Espafiola de Microbiologia para su uso con
fines divulgativos y siempre citando al autor.

e La organizacién exime su responsabilidad en cuanto al des-
perfecto o extravio de originales.

e La organizacién rechazard las obras que no cumplan los
requisitos anteriormente expuestos.

e La participacion en este concurso supone la total aceptacion
de estas bases.
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ESPECIAL GRUPO DE MICROBIOLOGIA DE PLANTAS

Desatando nudos:
la tuberculosis del olivo

DE Bacterium oleae A Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi

a primera de las enfermedades del olivar de la que se

tiene referencia histdrica es la tuberculosis. El filésofo
griego Teofrasto (372 - 287 a.C., Ereso, Isla de Lesbos), dis-
cipulo de Platén y posteriormente sucesor de Aristdteles
en la escuela peripatética, en Historia plantarum/De causis
plantarum, tratados que constituyen la mds importante
contribucién a la ciencia botdnica de toda la antigtiedad
hasta el Renacimiento, afirma que “los olivos padecen
callos, también llamados hongos o nudos” (Traduccidn
libre del inglés. Scortichini et al., 2004 Plant Pathology 53,
491-497). Transcurrieron mas de 2100 afios hasta que esta
enfermedad, conocida entonces como olive tubercle, fue
atribuida a un microorganismo sin especificar, denomina-
do Bacterium oleae por Archangeli (1886) y, posteriormen-
te, Bacillus oleae-tuberculosis por Savastano (1887-1889),
tras demostrar su etiologfa bacteriana. Durante los cinco
afios siguientes, la bacteria causante de los “tubérculos”
del olivo generd una intensa polémica, encabezada por
microbidlogos italianos entre los que se incluia Petri,
sufriendo varios cambios de nombre y atribuyéndose a ais-
lados bacterianos diferentes fenotipicamente, probable-
mente, todos ellos miembros de la comunidad bacteriana
epifitica del olivo. Bacterium savastanoi E.F. Smith (1904)
se clasific6 por vez primera dentro del género

Pseudomonds en 1913, como P. savastanoi (Stevens), sin

Cayo Ramos

Area de Genética,

Universidad de Malaga, Malaga
crr@uma.es

embargo, su reclasificacién ha sido constante durante
todo el siglo XX, habiéndose incluido en los géneros
Phytomonas (1923) y Agrobacterium (1943), incluida nueva-
mente en el género Pseudomonas como la subespecie
savastanoi de P. syringae (1981) y, clasificandose posterior-
mente como P. savastanoi patovar (pv.) savastanoi por
Gardan en 1992. Aunque la taxonomia del complejo
P. syringae, en el que también se incluye P. savastanoi, se
encuentra actualmente en revisién, considerandose
P. savastanoi pv. savastanoi un sinénimo de P. syringae pv.
savastanoi, aqui nos referimos a la bacteria causante de la
tuberculosis del olivo (olive knot disease), como P. savasta-
noi pv. savastanoi (Psv). Seria de esperar que la secuencia-
cién de genomas de cepas pertenecientes a los distintos
patovares hoy incluidos en el complejo P. syringae, justifi-
que en un futuro cercano la reclasificacién en varias espe-
cies de este complejo de bacterias fitopatégenas.

A dia de hoy, Psv es el Ginico patégeno bacteriano del
olivar incluido en la Directiva de la UE 92/34 relativa a las
enfermedades que afectan a la calidad del aceite de mane-
ra significativa. Ademas, la tuberculosis, también conocida
como verruga o rofia del olivo, esta presente con una inci-
dencia variable en plantas de vivero, lo que
limita su comercializacién y exportaciéon dado
lo visible de su sintomatologfa (hiperplasia del
tejido vegetal en troncos, ramas, tallos y bro-
tes) (Figura 1). Se ha descrito que los olivos
enfermos de tuberculosis muestran menor
vigor y reduccién del crecimiento. Ademas,
datos experimentales recientes procedentes
de infecciones controladas llevadas a cabo por
J.M. Quesada, M.M. Lépez y R. Pefialver en el
Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (IVIA, ver articulo de Pefalver et al.,

Figura 1. Sintoma caracteristico de la tuber-
culosis del olivo. Hiperplasia en el tallo de un
olivo infectado de forma natural por P. savas-
tanoi pv. savastanoi. Fotografia cedida por
I.M. Matas (Universidad de Malaga).
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en este mismo nimero), indican que la produccion de oli-
vos enfermos de tuberculosis puede disminuir con respec-
to a controles sin infectar. De este grupo del IVIA también
proceden los datos mds relevantes disponibles hasta la
fecha sobre la sensibilidad de variedades de olivo espafio-
las a la tuberculosis (Penyalver et al., 2006), el comporta-
miento epifitico (Quesada et al., 2007) y la dispersion de
este patégeno en las mismas, y el desarrollo de métodos
moleculares de deteccién (Penyalver et al., 2000) y tipifi-
cacion de aislados de Psv.

LA REVOLUCION HORMONAL:
ACIDO INDOL-3-ACETICO Y CITOQUININAS

urante los afios 60 del siglo XX, trabajos publicados por
Dvarios autores revelan el papel de las auxinas bacteria-
nas en la formacién de tumores por cepas de P. savastanoi
aisladas de olivo y de adelfa, éstas ultimas hoy incluidas en
el patovar nerii de P. savastanoi (Psn). Desde entonces y
hasta finales de los afios 80, la investigacion en esta bac-
teria fitopatdgena se centra casi exclusivamente en el
estudio de las fitohormonas de origen bacteriano. En
Espafia, R. Beltra (Instituto Jaime Ferran de Microbiologia,
CSIC) publica en Microbiologia Espaiiola (1956-1964) una
serie de trabajos relacionados con el metabolismo del trip-
téfano en P. savastanoi, precursor del acido indol-3-acético
(IAA). Una excepcidn a esta tendencia, son los trabajos
procedentes de este mismo Instituto y publicados en la
misma revista (1977-1983) por M. Santaolalla y L. Cafias,
relacionados con los lipopolisacdridos de P. savastanoiy su
papel como receptores de un bacteriofago.

Las contribuciones mas relevantes sobre el papel de las
auxinas en la virulencia de P. savastanoi provienen de

T. Kosuge y colaboradores (Universidad de California,
USA), quienes desentrafian la ruta biosintética del IAA en
P. savastanoi, llevada a cabo por los productos de los
genes iaaM e iaaH, homdlogos a los presentes en el plas-
mido Ti de Agrobacterium tumefaciens (Yamada et dl.,
1985), y evidencian que el IAA se transforma en el conju-
gado IAA-lisina, utilizando para ello el gen iaal. La mayoria
de los estudios realizados por este grupo se llevan a cabo
en aislados de adelfa, portadores de plasmidos denomina-
dos plAA en los que se codifican los genes iaaM e iaaH for-
mando un operdn, asi como el gen iaal, localizado corrien-
te abajo del operdn iaaMH y en direccidn opuesta. La cura-
cién de plasmidos plAA en Psn, tiene como consecuencia
la incapacidad de inducir tumores en adelfa. Aunque en
aislados de olivo la localizacidn del operdén iaaMH y del gen
jaal es mayoritariamente cromosdmica, aislados de Psv
italianos incapaces de sintetizar IAA tampoco inducen la
formacion de tumores en olivo (N. S. lacobellis, A. Sisto y
G. Surico). Resultados recientes de nuestro equipo de
investigacion han revelado que las cepas de Psv contienen
dos copias de todos los genes iaa, cuya localizacién es
mayoritariamente cromosémica (Pérez-Martinez et al.,
2008; Matas et al., 2009). Ademas, Psv contiene dos alelos
diferentes del gen iaal, siendo la secuencia de uno de ellos
(iaaL-Psn) 100% idéntica a la del gen ortdlogo en Psn. La
secuencia del otro alelo (iaaL-Psv), es 93 % idéntica a la de
su ortdlogo en la bacteria patdgena de tomate P. syringae
pv. tomato (alelo iaal-Pto), aunque igal-Psv contiene un
ndmero variable de repeticiones en tandem del trinucled-
tido TAC. Basandonos en el nimero de repeticiones TAC
de este alelo, que varia de una cepa a otra entre 3y 15
veces, se ha puesto a punto un método de tipificacion de
cepas de este patégeno mediante electroforesis capilar.
La aplicacidn de este método a cepas de Psv procedentes
de origenes diversos, ha revelado que los nimeros mas
elevados de repeticiones TAC detectados (entre 8 y 15)
corresponden exclusivamente a aislados procedentes de
la Peninsula Ibérica (Matas et al., 2009).

La produccién de citoquininas por aislados de Psn y Psv
es conocida desde los afios 70 del siglo XX. Psn produce y
libera al medio de cultivo principalmente zeatina y ribosil-
zeatina, mientras que Psv secreta ademas ribosil1-1”’-metil-
zeatina (MacDonald et al., 1986). De especial relevancia
son también los trabajos de A. Evidente y colaboradores
(Universidad de Napoles, Italia), quienes demuestran la
produccién de 1"-metilzeatina por cepas de P. savastanoi,
asi como la actividad de varias citoquininas producidas por
cepas pertenecientes al complejo P. syringae. Hasta la
fecha, el Unico gen de P. savastanoi cuya implicacion en la
producciéon de citoquininas se ha descrito es ptz
(Pseudomonas trans zeatin), de localizacion plasmidica
(plasmidos pCK) o cromosdémica, tanto en aislados de
olivo como de adelfa. Recientemente, hemos comproba-
do que algunos aislados virulentos de Psv no contienen
este gen (Pérez-Martinez et al., 2008). Tanto en Psv como
en Psn, la curacién de pldasmidos portadores del gen ptz y,
por tanto, la pérdida de la capacidad de sintetizar citoqui-
ninas, tiene como consecuencia la inducciéon de tumores
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no desarrollados completamente, en los que se inicia un
proceso necrdtico temprano. Hasta la fecha, no se ha com-
probado si la sintomatologia inducida por cepas curadas
de pldsmidos plAA o pCK se debe exclusivamente a la
ausencia de fitohormonas, o bien, existen otros genes de
codificacidn plasmidica que también juegan un papel rele-
vante en la formacién de tumores.

PLASMIDOS DE Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi

as cepas pertenecientes al complejo P. syringae, contie-
Lnen frecuentemente al menos un plasmido nativo de
entre 10 Kb y 100 Kb en el que se localizan genes relevan-
tes para la patogénesis, virulencia ¢ adaptacién ecoldgica.
La posible movilizacidn de estos plasmidos entre bacterias
que interaccionan con plantas, y especialmente entre bac-
terias fitopatdgenas, puede tener graves consecuencias
en el control de las enfermedades causadas por las mis-
mas, como por ejemplo ha ocurrido con la aparicién y dise-
minacién de genes de resistencia a cobre o antibidticos.

Los pldsmidos de Psv despertaron el interés de la
comunidad cientifica tras revelarse la codificacién plasmi-
dica de genes relacionados con la biosintesis de IAA en
cepas de P. savastanoi. En 1984, con la expectativa de que
P. savastanoi contuviese plasmidos similares al plasmido Ti
de Agrobacterium tumefaciens, que pudiesen servir como
vectores para la transferencia de genes al olivo y otras
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Figura 2. Presencia de genes pertenecientes al sistema de secrecion Tipo IV
A en plasmidos de P. savastanoi pv. savastanoi. Se analizaron 32 plasmidos
aislados de 10 cepas diferentes de P. savastanoi pv. savastanoi (Psv), 23 de
ellos pertenecientes a la familia del plasmido pPT23A (PFP) y 9 no
pertenecientes a esta familia (nPFP). Utilizando un macroarray de ADN, se
identificaron 22 plasmidos que contenian secuencias relacionadas con cada
uno de los genes pertenecientes al sistema de secrecidn tipo IV A indicados
(genes virB y virD4), en comparacion a los presentes en el plasmido Ti de
A. tumefaciens. Se indica el nimero de plasmidos PFP y nPFP que comparten
los mismos genes (Pérez-Martinez et al., 2008). Genes con funciones rela-
cionadas se indican con diferentes tonalidades del mismo color.
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plantas lefiosas, el grupo liderado por R. Diaz-Orejas (CIB,
CSIC, Madrid) aislé de una cepa virulenta de Psv un plasmi-
do de 10Kb, denominado pPS10. Desde entonces, pPS10 se
ha convertido en un modelo de estudio del proceso de ini-
ciacién de la replicacién en bacterias Gram-negativas,
modelo avalado por numerosas publicaciones que consti-
tuyen la base de una linea de investigacion actualmente en
curso en el CIB dirigida por R. Giraldo (Giraldo y Ferndndez-
Tresguerres, 2004).

La mayorfa de los pldasmidos de P. syringae y P. savasta-
noi pertenecen a la familia de plasmidos pPT23A (familia
PFP), caracterizada por codificar secuencias homdlogas a
la del gen repA (replicasa) de la cepa P. syringae pv. toma-
to PT23 (Murillo y Keen, 1994). Los aislados de Psv contie-
nen entre 2 y 6 pldsmidos nativos, la mayoria de ellos per-
tenecientes a la familia PFP. Para analizar el contenido
génico de los plasmidos de Psv, se disefid un macroarray
que contenfa 134 fragmentos de ADN pertenecientes a
genes codificados en PFPs aislados de diversas
Pseudomonas fitopatégenas. En colaboracién con el Dr.
George Sundin (Universidad de Michigan, USA) y el Dr.
Jesus Murillo (Universidad Publica de Navarra, Pamplona),
hemos llevado a cabo un anadlisis gendmico de 23 plasmi-
dos PFP y 9 pldsmidos no pertenecientes a esta familia
(nPFPs), procedentes de 10 cepas de Psv aisladas en orige-
nes diversos. Los resultados de este andlisis han revelado
que tanto los plasmidos PFPs como los nPFPs contienen
secuencias relacionadas con su replicacidn, estabilidad y
particidn, con la biosintesis de sistemas
de secrecién tipo IVA (genes vir, homdlo-
gos a los codificados en el pldsmido Ti de
A. tumefaciens) (Figura 2) y tipo IVB
(genes tra, homdlogos a los presentes en
el plasmido Collb-Pg de Shigella), efecto-
res del sistema de secrecién tipo Il
(TTSS), genes implicados en la supervi-
vencia epifitica y adaptacion ecoldgica,
asi como elementos pertenecientes a
secuencias de insercién y secuencias rela-
cionadas con proteinas de funcién desco-
nocida muy conservadas en P. syringae.
En la actualidad, y en el contexto de las
colaboraciones antes mencionadas, esta-
mos llevando a cabo la secuenciacién del
los tres plasmidos nativos presentes en
nuestra cepa de referencia P. savastanoi
pv. savastanoi NCPPB 3335, cepa seleccio-
nada por su accesibilidad a modificacién
genética y virulencia en olivo. El analisis
de la secuencia de nucledtidos de estos 3
pldsmidos y la construccién de mutantes
de pérdida de funcién en genes codifica-
dos en los mismos, nos permitira en un
futuro préximo abordar el efecto en viru-
lencia de genes especificos de codifica-
cidon plasmidica, en comparaciéon con
cepas de este patdgeno curadas de plas-
midos completos.
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DENTRO DEL OLIVO. VIDA ENDOFITICA DE
P. savastanoi pv. savastanoi.

omo se ha mencionado anteriormente, la fase epifitica

del ciclo de vida de Psv en olivo se ha descrito en deta-
lle tanto en variedades de olivo espafiolas, como italianas.
Sin embargo, y aunque las primeras observaciones de este
patégeno en el interior de tumores de olivo se llevaron a
cabo hace cerca de 100 afios, los datos actualmente dispo-
nibles sobre la fase endofitica de Psv en olivo son escasos,
aspecto que hemos abordado recientemente con nuestra
cepa de referencia Psv NCPPB 3335. Como modelo de
estudio, hemos utilizado plantas de olivo cultivadas in
vitro de una variedad muy sensible a la tuberculosis, pro-
cedente de una semilla variedad Arbequina, cedida por
Viveros Sevilla (Brenes, Sevilla) y micropropagada en cola-
boracién con la Dra. Araceli Barcel6 (IFAPA, Centro de
Churriana, Junta de Andalucia, Malaga). Previamente, se

comprobd que Psv NCPPB 3335 induce en esta variedad
sintomas muy similares a los observados en olivos infecta-
dos de forma natural por este patégeno (Figura 3A). Sin
embargo, la aparicién de los primeros sintomas visibles
(hiperplasia del tallo) es apreciable a partir de los 7-9 dias
después de la infeccidén, periodo de tiempo al menos un
mes inferior al necesario para la visualizacién de sintomas
en plantas adultas. Ademas, la multiplicacién del patégeno
dentro de los tejidos de olivo in vitro, que alcanza una
semana después de la infeccion densidades celulares de
107-108 unidades formadoras de colonias (ufc)/tumor,
sigue una cinética muy similar a la descrita previamente en
plantones de olivo de 1-2 afios de edad (Rodriguez-Moreno
et al., 2008). La observaciéon mediante microscopia dptica
de secciones tumorales tefidas con azul de metileno y
picrofucsina permitié distinguir la presencia de nucleos
xilema y floema de nueva formacién en el tejido hiperpla-
sico, visualizandose una conexién entre los haces vascula-

Figura 3. Visualizacion de P. savastanoi pv. savastanoi NCPPB 3335 durante la infeccién de olivo in vitro. Las condi-
ciones de micropropagacion, inoculacidn, cultivo y visualizacién mediante las distintas técnicas de microscopia uti-
lizadas se describen en Rodriguez-Moreno et al., (2009). A) Tumor desarrollado en el tallo de un olivo in vitro 28 dias
después de la inoculacion (dpi). B) Imagen obtenida mediante microscopia de epifluorescencia del tumor mostrado en
A). €), D) y E) Imagenes de microscopia de epifluorescencia (21 dpi), microscopia laser confocal (21 dpi) y microscopia
electrénica de barrido (35 dpi), respectivamente, de secciones transversales de tumores inducidos en olivo in vitro tras
la inoculacién de P. savastanoi pv. savastanoi NCPPB 3335-GFP.
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res del tejido tumoral y el haz vascular central (Rodriguez-
Moreno et dal., 2009).

La facilidad para modificar genéticamente la cepa
NCPPB 3335, permitié su marcaje con la proteina verde
fluorescente (GFP), utilizando para ello el plasmido pLRM1-
GFP, plasmido estable en Pseudomonas desde el que se
expresa la GFP constitutivamente sin alcanzar niveles tdxi-
cos que afecten significativamente la multiplicaciéon de
esta cepa. La deteccidn a tiempo real de la fluorescencia
verde emitida por las células del patdgeno en los tejidos de
olivo (Figura 3B), facilitd la localizacién de las zonas tumo-
rales mas adecuadas para su andlisis mediante otras técni-
cas de microscopia mas resolutivas. NCPPB 3335-GFP se
localizd en cavidades intercelulares formadas tras el colap-
so de las células vegetales, asi como en zonas periféricas
cercanas a la epidermis (Figura 3C, 3D) o invadiendo los
haces de xilema de nueva formacién (Rodriguez-Moreno
et al., 2009), lo que podria estar relacionado con la disper-
sion del patégeno y su salida al exterior a través de exuda-
dos vegetales. Por el contrario, no se observan este tipo
de cavidades en los tumores inducidos en olivo in vitro por
un mutante de esta cepa portadora de una delecién del
gen hrpA, componente estructural del TTSS, quedando
limitada su localizacién al punto de inoculacién (datos no
publicados). Estos resultados concuerdan con los publica-
dos previamente por A. Sisto y colaboradores (C.N.R., Bari,
Italia), quienes demuestran que la formacién de tumores
en olivo tras la inoculacién de Psv es dependiente del TTSS.
Ademas, la observacién de secciones de tumores induci-
dos por la cepa silvestre mediante microscopia electrénica
de barrido, permitié la visualizacidn de estructuras bacte-
rianas organizadas, tanto microcolonias (Figura 3E) como
tapetes bacterianos (biofilms), dentro del tejido tumoral.
Por ultimo, la visualizacion de secciones tumorales
mediante microscopia electrénica de transmisidn, reveld
que Psv emite vesiculas de membrana externa (OMVs)
durante el proceso de infeccidon de las células de olivo
(Rodriguez-Moreno et al., 2009), fenédmeno descrito en
bacterias patégenas de animales pero no visualizado hasta
la fecha en bacterias fitopatdgenas durante la infeccién de
plantas.

GENOMICA DE P. savastanoi pv. savastanoi

a utilizacién del cultivo de olivo in vitro, combinada con

la aplicaciéon de herramientas moleculares, abre las
puertas al andlisis molecular de los mecanismos bacteria-
nos implicados en la interaccién de Psv con el olivo. En este
sentido, en la actualidad estamos llevando a cabo la iden-
tificacion de genes de Psv NCPPB 3335 necesarios para su
multiplicacidn e invasion del hospedador. Para ello, utiliza-
mos una estrategia de gendmica funcional, Signature
Tagged Mutagenesis (STM), basada en la construcciéon de
una coleccion de mutantes de NCPPB 3335 generados
mediante transposiciéon. Cada uno de los mutantes aisla-
dos contiene un transposén mini-Tn5-STM, portador de
una etiqueta diferente (regidn variable de 40 pb identifi-
cable mediante hibridacion Southern). Esta estrategia, uti-

lizada ampliamente para la identificacion de factores de
virulencia en bacterias patégenas de animales, combina la
fuerza del andlisis mutacional con la capacidad de seguir
simultdneamente el incremento de la poblacién de un
amplio ndmero de mutantes en un uUnico hospedador
(Hensel et al., 1995). Hasta la fecha, hemos seleccionado
39 mutantes cuya competitividad se encuentra significati-
vamente reducida in planta con respecto a la cepa silves-
tre. La identificacidn del punto de insercién del transposdn
y el andlisis de las secuencias flanqueantes al mismo han
revelado la identidad del gen interrumpido en todos estos
mutantes. Los genes identificados, tres de los cuales se
localizan en los pldsmidos nativos de Psv NCPPB 3335, per-
tenecen a las siguientes categorias funcionales: 1) metabo-
lismo central o de los acidos nucleicos, 2) sistemas de
secrecion Tipo Il 111, 1V, 3) biosintesis de envueltas celula-
res, 4) respuesta a estrés y adaptacién ambiental, 5) qui-
miotaxis y movilidad, y 6) proteinas de funcién desconoci-
da.

En los dltimos afos, la aplicacién de técnicas molecula-
res y genémicas ha propiciado un avance considerable en
el conocimiento de los factores responsables de la pato-
genicidad y virulencia del complejo P. syringae en plantas
herbdceas. En la actualidad, se dispone de la secuencia
completa de los genomas de tres patovares de P. syringae:
pv. phaseolicola, pv. syringae (Psy) y pv. tomato (Pto)
(http://www.pseudomonas-syringae.org/), causantes de la
grasa de la judia, el moteado de la judia y el moteado del
tomate, respectivamente. El andlisis comparativo y funcio-
nal de la secuencia de estos tres genomas, esta permitien-
do caracterizar tanto los factores de virulencia conserva-
dos en el complejo P. syringae, como aquellos presentes
Unicamente en algunos patovares y que probablemente
determinen la especificidad de hospedador. Teniendo en
cuenta estos aspectos, nuestro equipo de investigacion
forma parte de un consorcio que actualmente lleva a cabo
la secuenciacién y andlisis del genoma de Psv NCPPB 3335.
Ademas de la Universidad de Malaga, participan en este
proyecto otros tres grupos espafioles: Jestus Murillo
(Universidad Pudblica de Navarra, Pamplona), Pablo
Rodriguez-Palenzuela y Emilia Lépez-Solanilla, (Centro de
Biotecnologia y Gendmica de Plantas-Universidad
Politécnica de Madrid) y Maria M. Lopez y Ramén Pefalver
(IVIA, Valencia). La secuenciacién de este genoma median-
te pirosecuenciacion (redundancia 15X), asi como la deter-
minacidn de la orientacién y posicidn relativa de los contigs
generados y ensamblaje de fragmentos en supercontigs
(pair-end library analysis) la ha llevado a cabo MWG-Biotech
(Planegg-Martinsried, Alemania). En la actualidad, dispo-
nemos de la secuencia de 112 supercontigs, asi como de la
anotacién automatica de los mismos, realizada por Pablo
Rodriguez-Palenzuela en el Genetics-Biotechnology Center
(Madison, USA). Para ello, se ha utilizado como molde el
genoma disponible de la cepa filogenéticamente mas cer-
cana a Psv, Pph 14448A. El andlisis comparativo y funcional
de ambos genomas, que pensamos puede ser un método
efectivo y fructifero para la identificacion de los mecanis-
mos que definen la especificidad de huésped y que condu-
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cen a la produccién de sintomas diferenciales por estas dos bac-
terias fitopatégenas, forma parte del proyecto financiado por el
MICINN “PATOSAVASTOMICA”, iniciado en enero de 2009.
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