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de bacterias que causan graves enfermedades en plantas
de utilidad agricola y comercial. Destaca su presencia en
cultivos de elevado interés como arroz, algodon, especies
horticolas como tomate o pimiento y plantas lefiosas como
los citricos o los frutales de hueso. Ademas, son respon-

El género Xanthomonas contiene principalmente especies

sables de enfermedades en plantas ornamentales de alto
valor econdmico. Al mismo tiempo, el género Xanthomonas
constituye un grupo de bacterias extremadamente intere-
sante desde un punto de vista microbioldgico por presentar
una alta especificidad por el huésped, de tal manera que
cepas pertenecientes a una misma especie pueden infectar
de forma exclusiva huéspedes diferentes (Hayward, 1993;
Rodriguez-R et al., 2012).

En el grupo de Bacteriologia del Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) nos
hemos centrado en el estudio de bacterias del género Xantho-
monas siguiendo dos lineas de investigacion: abordamos,
por un lado la puesta a punto de métodos de deteccion,
identificacion y caracterizacion de cepas de Xanthomonas, y
por otro, el estudio de la interaccién de estas bacterias con
el entorno que las rodea, y en especial con la planta.

XANTHOMONAS CITRI SUBSP. CITRI

Y XANTHOMONAS ARBORICOLA PV. PRUNI
CAUSANTES DE LA CANCROSIS DE LOS
CITRICOS Y LA MANCHA BACTERIANA

DE LOS FRUTALES DE HUESO

Y ALMENDRO

Nuestro grupo trabaja en colaboracién con otros grupos
tanto nacionales como internacionales, principalmente con
dos modelos de Xanthomonas infectan especies lefiosas de
plantas.

Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) produce la can-
crosis o chancro de los citricos, caracterizada por a la apa-
ricion de lesiones en hojas y frutos (Figura 1a). La cancrosis
esta extendida a nivel mundial y se encuentra en muchas de
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las zonas productoras de citricos aunque no se ha descrito
en Europa ni en ningln pais del area mediterranea (L6pez
y Cubero, 2001). Xanthomonas arboricola pv. pruni (Xap)
produce la mancha bacteriana de los frutales de hueso y del
almendro, enfermedad descrita recientemente en Espafia
(Palacio-Bielsa et al., 2014) y caracterizada también por
la aparicion de manchas en hojas y frutos (Figura 1b).
Ambas enfermedades representan un serio problema para la
agricultura, principalmente porque los frutos afectados son
dificilmente comerciables y porque los arboles enfermos
disminuyen generalmente su productividad. Cabe destacar
que ambas enfermedades son consideradas de cuarentena
en numerosas zonas del mundo, entre ellas la Union Euro-
pea (DOCE, 2000), por lo que su presencia en un area limita
el mercado de plantas y frutos desde ésta.

DETECCION, Y CARACTERIZACION

DE XANTHOMONAS, ASPECTOS
ESENCIALES PARA EL CONTROL

DE LAS ENFERMEDADES QUE PRODUCEN

La primera medida en cualquier estrategia de control de
enfermedades de plantas se debe basar inicialmente en la
exclusion del patégeno y para ello se requieren métodos
de deteccion, identificacién y caracterizacion que sean
rapidos, precisos y fiables.

Nuestro grupo ha trabajado en la puesta a punto de méto-
dos de PCR convencional o en tiempo real para la deteccion de
Xcc cuando se encuentra en bajas concentraciones, asimismo,
hemos desarrollado estrategias que evitan falsos negativos en
el diagndstico de la cancrosis de los citricos (Gomohammadi
et al., 2007). Ademas, se han desarrollado protocolos para la
deteccion exclusiva de bacterias viables basados en la amplifi-
cacion de fragmentos de ARNm de baja estabilidad (Golmoham-
madi et al., 2012). Dentro de la linea dirigida a la identificacion
y caracterizacion de Xanthomonas patogenas de citricos, hemos
trabajado en técnicas para la localizacién del origen de los

Figura 1. Sintomas en hojas y frutos de la cancrosis de los
citricos (a) y la mancha bacteriana de los frutales de hueso y del
almendro (b).
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focos de la enfermedad en diferentes areas, asi como para la
discriminacion de cepas de amplia y limitada gama de huésped,
aspectos fundamentales en los programas de erradicacion de la
enfermedad (Cubero y Graham. 2002, 2004, 2005)

En relacion a la mancha bacteriana de los frutales de
hueso hemos participado en el desarrollo de protocolos de
PCR en tiempo real para la deteccion de Xap en las distintas
especies de Prunus (Palacio-Bielsa et al., 2011). Ademas,
en un trabajo reciente, hemos realizado una caracterizacion
fenotipica y genotipica de cepas espafiolas de Xanthomonas
arboricola pv. pruni mediante analisis de secuencias multilo-
cus, que nos ha permitido identificar cepas de Xanthomonas
arboricola diferentes a las Xap descritas hasta el momento, y
que en la actualidad son consideradas Xap «look-a-like» (Gari-
ta-Cambronero et al., 2012). Adicionalmente hemos obtenido
la secuencia del genoma completo de algunas de estas cepas
e identificado en Xap factores de virulencia mediante estudios
comparativos (Garita-Cambronero et al., 2014)

LA CANCROSIS DE LOS CITRICOS

Y LA MANCHA BACTERIANA DE

LOS FRUTALES DE HUESO: DOS
ENFERMEDADES PROVOCADAS

POR XANTHOMONAS Y DOS PROCESOS
DIFERENTES DE INFECCION

Las bacterias del género Xanthomonas, al igual que
otras muchas bacterias, se agregan de forma organiza-
da formando biopeliculas. En el caso de la cancrosis
de los citricos, hemos demostrado que esta capacidad es
utilizada por Xcc como estrategia de supervivencia cuan-
do se encuentra en condiciones adversas en la superficie
vegetal, o en los estadios iniciales de la infeccion en el
apoplasto (Figura 2) (Cubero et al, 2011). Para que se
produzca la biopelicula son necesarias determinadas condi-
ciones de temperatura y humedad y un huésped apropiado

Figura 2. Biopelicula formada por Xanthomonas citri subsp. citri

en hoja de naranjo.
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(Sena-Vélez et al., 2014). En nuestro grupo ademas hemos
caracterizado parcialmente la matriz de las biopeliculas de
Xcc y hemos encontrado que contiene ADN extracelular
y fibras de Pili tipo IV. Asimismo, hemos observado que
cepas que presentan diferente gama de huésped muestran
diferencias en cuanto a la formacion de las biopeliculas y
estas diferencias estan relacionadas tanto con la produc-
cion de ADN extracelular como con la expresion de genes
correspondiente al Pilus tipo IV. En los estudios dirigidos
a establecer diferencias entre las cepas de Xcc con distinta
gama de huésped, también hemos incidido en otros aspec-
tos como el papel que juegan los fendmenos de respuesta
poblacional o quorum sensing, asi como el de los procesos
de motilidad y quimiotaxis (Sena-Vélez, Tesis Doctoral).
Xap posee mayor capacidad para sobrevivir en super-
ficie vegetal y su agregacion (Figura 3), al contrario de
lo que ocurre en Xcc, estad favorecida por la presencia de
nutrientes y cuando existen condiciones para el crecimiento
de la poblacién (Sabuquillo et al., 2014). Esta diferente
capacidad para formar biopeliculas en superficie vegetal
respecto a Xcc, no hace mas que confirmar una constatacion
que ya se tenia sobre el caracter epifito de esta bacteria en
algunas partes de su ciclo vital, contrariamente a lo que
le ocurre a Xcc, que no presenta normalmente esta fase.
Ademas de las diferencias que hemos encontrado en la
capacidad para formar biopeliculas entre Xcc y Xap y en las
diferentes condiciones que lo propician para cada una de
ellas, también hemos observado divergencias en otros aspec-
tos como la motilidad y quimiotaxis. A diferencia de Xcc, Xap
muestra un movimiento en superficie mediado por flagelo tipo
«swarming» que pensamos puede estar relacionado con esa
mayor capacidad epifita (Figura 4). Otros aspecto que hemos
encontrado diferente entre los dos modelos bacterianos es en
relacion a procesos de quimiotaxis, y asi por ejemplo, mientras
que las cepas de Xcc presentan una homogeneidad clara en el
contenido de proteinas aceptoras de grupos metilo o MCPs,
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involucradas en quimiotaxis, en un estudio realizado en Xap,
hemos observado una gran diversidad de estas proteinas entre
las cepas (Garita-Cambronero et al., 2013).

En resumen, Xcc parece formar preferentemente biopeli-
culas una vez ha alcanzado el apoplasto, posiblemente para
desencadenar los procesos moleculares que dan lugar a la
liberacion de nutrientes y crecimiento de la poblacion en
el interior del tejido vegetal. Sin embargo, Xap se agrega
durante su fase epifita para incrementar su poblacion en
superficie y facilitar la posterior infeccion del interior de
los tejidos vegetales. La agregacion y formacion de biope-
liculas ademas, estéan relacionadas con procesos diferentes
de motilidad en ambos modelos.

CONCLUSIONES

El fenémeno de la globalizacién conlleva la diseminacion
de enfermedades de las plantas a lo largo del planeta e impli-
ca la necesidad de disponer de estrategias eficaces para su
control que deben estar acordes con la preservacion del medio
ambiente. Un aspecto esencial en el control de enfermedades
es el desarrollo de métodos de deteccion e identificacion de
las bacterias responsables de las mismas y especialmente de
aquellas consideradas de cuarentena. Ademas, es necesario pro-
fundizar en el conocimiento de los mecanismos de infeccién y

Figura 3. Biopelicula formada por Xanthomonas arboricola pv.
pruni en hoja de almendro.
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Figura 4. Movimiento en superficie de Xanthomonas citri subsp.
citri (a) y Xanthomonas arboricola pv. pruni (b).




para ello son de extremada utilidad los estudios comparativos
entre enfermedades similares provocadas por especies o cepas
proximas taxondmicamente, pero con mecanismos de infeccion
diferentes, como es el caso de Xanthomonas. EL conocimien-
to de los mecanismos implicados en los primeros estadios de
infeccion permitira el desarrollo de estrategias de control basa-
dos en el blogueo de alguno de los pasos que forman parte del
proceso, evitando el avance de las enfermedades bacterianas.
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