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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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