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 )
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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.
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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).
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Maria Milagros Lopez es Dr. Ingeniero
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Valencia y Profesor de Investigacién del IVIA.
Ha realizado estancias en laboratorios del
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del IVIA, que es también el Laboratorio de
Referencia de Bacterias Fitopatdgenas del
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Agrarias (IVIA), donde desarrolla estudios sobre los Medio Ambiente, Rural y Marino). Es miembro del panel de bacteriélo-
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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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