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CONTROL BIOLOGICO DE 0iDIO DE
CUCURBITACEAS MEDIANTE BACTERIAS
INDUCTORAS DE RESISTENCIA SISTEMICA.
RUTAS DE SENALIZACION INDUCIDAS

EN LA PLANTA Y DETERMINANTES
BACTERIANOS IMPLICADOS

Autor: Laura Garcia Gutiérrez.
Director: Alejandro Pérez Garcia.

Centro: Departamento de Microbiologia. Universidad
de Mélaga.

La principal enfermedad de origen flingico que afecta al cul-
tivo de cucurbitaceas es el oidio causado por Podosphaera fusca.
EL 70% de las hectareas de cultivo dedicadas a melén en Espafia
se desarrollan al aire libre, lo que representa una seria limitacion
para muchos de los agentes de control biolégico actualmente dise-
fiados frente a esta enfermedad. Para superar este inconveniente,
en este trabajo nos hemos planteado la seleccion de bacterias
que aplicadas a las raices de plantas de meldén sean capaces de
promover su crecimiento (PGPR) y proporcionar un control de la
enfermedad mediante la activacion de los mecanismos de defensa
de la planta asociados a la resistencia sistémica inducida (ISR).

Para realizar este estudio partimos de una coleccién de cepas
de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. y evaluamos su potencial como
bacterias PGPR mediante el analisis de distintas caracteristicas feno-
tipicas asociadas a estas bacterias. Este analisis nos permitio selec-
cionar dos cepas de Bacillus subtilis, UMAF6639 y UMAF6614, una de
Bacillus cereus, UMAF8564, y dos cepas de Pseudomonas fluorescens,
UMAF6031 y UMAF6033. Estas cepas seleccionadas resultaron ser
promotoras de crecimiento en meldn, incrementando el peso fresco
en un 30%, e inductoras de resistencia sistémica frente a oidio de
cucurbitaceas, proporcionando reducciones de severidad de hasta
el 50%. La aplicacion conjunta de B. subtilis UMAF6639 y B. cereus
UMAF8564 proporciond reducciones de enfermedad mayores a las
obtenidas por cada cepa de forma independiente. Ademas, las cepas
de B. subtilis UMAF6639 y B. cereus UMAF8564 eran capaces de indu-
cir resistencia sistémica en melon frente a Pseudomonas syringae
pv. lachrymans sin embargo, las cepas de P. fluorescens UMAF6031
y UMAF6033 no provocaron ningin efecto en las defensas de las
plantas de melén frente a este patogeno.

El estudio de la expresion de varios genes marcadores de
defensa como LOX2 (lipoxigenasa), PR-1 y PR-9 (peroxidasa)
mediante RT-gPCR nos indicé que la induccién de defensas acti-
vadas por las cepas de Bacillus subtilis UMAF6639 y Bacillus cereus
UMAF8564 en melon eran dependientes de JA, ya que las plantas
bacterizadas con estas cepas presentaban una mayor expresion de
LOX2 respecto a las plantas control. Ademas B. subtilis UMAF6639
y B. cereus UMAF8564 activaban la expresion de PR9 y PR1, indi-
cando que el SA también estaba implicado en la activacion de las
defensas frente a esta enfermedad. Sin embargo, la activacién de
las defensas en plantas de meldn bacterizadas con P. fluorescens
UMAF6031 frente a P. fusca no eran dependientes de JA y SA.

A partir de este momento seleccionamos la cepa de B. subtilis
UMAF6639 para profundizar en el estudio de las rutas de sefali-
zacion inducidas y los determinantes bacterianos implicados en
la activacion de la ISR. Para ello, se realizaron ensayos de ISR en
mutantes de Arabidopsis thaliana defectivos en la biosintesis y
percepcion de las hormonas JA, ET y SA. Estos ensayos nos indi-
caron que B. subtilis UMAF6639 activaba defensas en A. thaliana
frente a oidio dependientes de ET y SA, pero a diferencia de melon
no eran dependientes de JA. Ademas, las hojas de plantas tratadas
con B. subtilis UMAF6639 presentaban una mayor produccién de
especies reactivas de oxigeno y de reforzamientos de paredes

celulares (depositos de calosa y lignina) respecto a plantas no
inducidas. En este trabajo, estudiamos también la implicacion de
los lipopéptidos como determinantes bacterianos implicados en
la induccion de defensas en melon. Para ello, utilizamos mutantes
defectivos en la produccién de los tres lipopéptidos producidos
por B. subtilis UMAF6639, fengicina, iturina y surfactina. Estos
ensayos nos indicaron que la surfactina esta implicada en la
induccion de resistencia en melén frente a oidio.

ANA[.ISIS MICROBIOLQGICO DE UN SUELO
AGRICOLA MEDITERRANEO TRAS LA
APLICACION DE LODOS DE DEPURADORA
URBANA

Autor: Clarissa Gondim Porto.
Director: Federico Navarro Garcia.

Centro: Dpto. Microbiologia Il, Facultad de Farmacia,
Univ. Complutense de Madrid.

Los lodos de depuradora son los residuos sélidos obtenidos
del tratamiento de las aguas residuales. Para el reciclaje de estos
productos, el IT Plan Nacional Integrado de Residuos (PNIR 2007-
2015) exige que se lleve a cabo un tratamiento previo para con-
centrar la fase sélida y eliminar posibles agentes pat6genos. En
Espafia, el 65% del total de estos lodos es utilizado como enmien-
da agricola, aunque su uso puede entrafar posibles riesgos para el
ser humano y el medio ambiente que no han sido suficientemente
evaluados. Por esa razon, hemos analizado su efecto en la micro-
biologia de un suelo agricola mediterraneo utilizando distintas
dosis (40, 80y 160 t ha') y tipos (anaerobio y aerobio) mediante
técnicas dependientes de cultivo y moleculares. Desde el punto de
vista sanitario, nuestros resultados muestran que las dosis bajas
e intermedias producen un incremento transitorio del nimero de
bacterias patdgenas y de resistentes a ampicilina que disminuye
hasta niveles similares a los del suelo control o desaparecen al
cabo de dos afios. Por el contrario, las dosis altas provocan que los
valores de esos microorganismos sean superiores a los del suelo
control hasta el final del experimento. Desde el punto de vista
ambiental, se produce un fenémeno peculiar en el que a pesar de
que el nimero de microorganismos copiotréficos y heterotroficos
aumenta en los suelos enmendados con las dosis mas altas de
lodos, su respiracion y biomasa disminuye. En cambio, los suelos
enmendados con dosis bajas e intermedias presentan mayores
tasas de respiracion con el consiguiente incremento en la emi-
sion de CO,, gas que produce el efecto invernadero e influye en
el llamado cambio climético. Por otro lado, se produce una gran
modificacion de las poblaciones bacterianas que componen el
suelo agricola tras la adicion de lodos que ha podido ser medida
mediante técnicas moleculares. Asi, los filos bacterianos mas afec-
tados corresponden a Acidobacteria y Proteobacteria, que junto
a Actinobacteria son los mas abundantes en el suelo control. El
incremento de bacterias de la clase Gammaproteobacteria junto
con la disminucion de la proporcion de las de la clase Gpé6 del
filo Acidobacteria, constituyen los principales marcadores de la
alteracion del suelo por la adicién de lodos de depuradora a largo
plazo. A corto plazo se ha encontrado un incremento de la pre-
sencia de diversas bacterias del filo Ffirmicutes (Bacilli) que puede
ser utilizado como indicador de una contaminacién reciente. En
las muestras tratadas con dosis bajas e intermedias las principales
modificaciones se detectan en los primeros muestreos y van des-
apareciendo gradualmente hasta asemejarse a la del suelo control
dos afios después de la aplicacion, fendémeno que no sucede en
las parcelas con mayores dosis (sobre todo ANAE160). Podemos
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concluir, por tanto, que la aplicacion de lodos de depuradora en
suelos agricolas precisa todavia de ser evaluada en profundidad
puesto que se producen importantes alteraciones sanitarias y
ambientales que pueden influir negativamente en la salud del ser
humano e influir en el cambio climatico.

UNRAVELING THE BIOLOGY AND CONTROL
OF BACTERIAL APICAL NECROSIS (BAN) OF
MANGO

Autor: José Antonio Gutiérrez Barranquero.

Directores: Antonio de Vicente Moreno
y Francisco Manuel Cazorla Lopez.

Centro: Departamento de Microbiologia, Universidad de
Malaga.

Pseudomonas syringae es una especie bacteriana que causa
enfermedades en gran ndmero de plantas, tanto herbéceas como
lefiosas, siendo muchas de ellas, importantes desde el punto de
vista ornamental y agricola, y por lo tanto, econdmico. La principal
enfermedad que afecta al cultivo del mango en el area mediterra-
nea (Espafia, Portugal, Italia e Israel y también presente en otros
paises como Australia y Estados Unidos) es la necrosis apical del
mango (NAM) producida por la bacteria fitopatégena Pseudomonas
syringae pv. syringae. Con el fin de aportar nuevos datos que ayuden
a mejorar la situacion del cultivo del mango en el area mediterra-
nea, esta Tesis Doctoral se ha centrado en descifrar la biologia y
el control de la necrosis apical del mango, asi como la descripcion
de etiologias alternativas. En primer lugar se llevd a cabo el estu-
dio de tratamientos experimentales alternativos al caldo borde-
lés (compuesto clprico y principal tratamiento frente a la NAM)
compatibles con la agricultura ecolégica y con un modo de accién
similar para comprobar su eficacia frente a la necrosis apical del
mango. Los resultados presentados en este trabajo indicaron que
el gel de silicio es un tratamiento eficaz y respetuoso con el medio
ambiente para el control de la NAM en cultivos de mango, y que es
equivalente en eficacia al caldo bordelés. En segundo lugar, se llevo
a cabo un estudio epidemiol6gico (basado en técnicas diversidad
genética y fenotipica) de cepas de P. syringae pv. syringae aisladas
de mango de las principales zonas productoras a nivel mundial,
pero principalmente del sur de Espafia. Los resultados obtenidos
mostraron que la diversidad de las poblaciones de Pseudomonas
syringae pv. syringae patdégenas de mango constituian un grupo
(nico y que a su vez eran dependientes del lugar de aislamiento.
El analisis filogenético usando genes de housekeeping, revelé un
filotipo diferenciado patovar syringae caracterizado principalmente
por la produccién de mangotoxina y la asociacion al hospedador.
En tercer lugar, la secuenciacion de plasmidos nativos de cepas de
Pseudomonas syringae, reveld la presencia de un plasmido nati-
vo conservado de 61,6 Kb en 2 cepas patdgenas de P. syringae
pv syringae aisladas de diferentes hospedadores y en diferentes
continentes. Este pladsmido se caracteriza por la presencia de una
novedosa estructura, donde el gen copG y los genes czc(BA se
encuentran insertados en el operén copAB(D, involucrado en la
resistencia a cobre. El analisis de la secuencia de los genes czc
del plasmido (pCzc) ha revelado que estos genes eran diferentes
en homologia e identidad a los genes czc cromosémicos (crCzc)
anotados en los genomas de otras cepas P. syringae pv. syringae
previamente secuenciadas. El analisis filogenético llevado a cabo
usando los genes de housekeeping (gyrB y rpoD) y usando los genes
czc (crCze y pCzc) reveld una distribucion filogenética diferente de
los genes pCzc en comparacion con la historia evolutiva natural de
P. syringae pv. syringae. Mediante el analisis de la concentracion

minima inhibitoria, ensayos de transformacion y qRT-PCR, se con-
firmd el papel de los genes copG y czc(BA en el incremento de la
resistencia a cobre. Por Gltimo, se ha descrito una nueva etiologia
de la necrosis apical del mango producida por cepas patégenas
de Pantoea agglomerans en las Islas Canarias. EL analisis genético
llevado a cabo sobre estas cepas de P. agglomerans reveld que
las mismas formaban un grupo filogenéticamente relacionado que
aparecia diferenciado de otras cepas de P. agglomerans patégenas
descritas en otros hospedadores.

USO DE LEVADURAS SELECCIONADAS
OSMOTOLERANTES, LIBRES

Y COINMOVILIZADAS, PARA LA PRODUCCION
DE VINOS DULCES

Autor: Maria Teresa Garcia Martinez.

Directores: Juan Carlos Garcia Mauricio
y Rafael Peinado Amores.

Centro: Departamento de Microbiologia. Facultad de
Ciencias. Universidad de Cérdoba.

Algunos vinos dulces se obtienen por fermentacién parcial de
mostos con elevada concentracion de azdcar. Esta elevada con-
centracion de azlcar causa numerosos problemas: dificil arranque
de fermentacion, paradas prematuras, elevado riesgo de contami-
nacién microbiana. En Andalucia, la mayoria de los vinos dulces
se elaboran afiadiendo alcohol vinico al mosto, sin fermentacion.
Estos vinos poseen aromas de pasificacion pero carecen de aromas
fermentativos. Este trabajo plantea la utilizacion de levaduras
osmotolerantes y la aplicacion de un nuevo sistema de inmovili-
zacion celular efectivo con estas levaduras. Esta técnica de inmo-
vilizacion consiste en inducir una co-inmovilizacién esponténea
entre un hongo filamentoso GRAS, Penicillium chrysogenum H3 'y
una cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae. Bajo condiciones
especiales, se favorece una simbiosis obteniéndose unas esferas
que hemos denominado «biocapsulas de levaduras». Se han ais-
lado y seleccionado cepas de S. cerevisiae osmoetanoltolerantes
y se han realizado estudios microcdpicos, proteémicos y meta-
bolémicos con levaduras libres y coinmovilizadas. Los resultados
obtenidos revelan que los vinos dulces parcialmente fermentados
mediante la aplicacion de biocapsulas de levadura presentan una
relacion de compuestos volatiles cualitativa y cuantitativamente
mayor con respecto a los vinos elaborados de forma tradicional,
ello influye positivamente en las caracteristicas organolépticas
y supondria una mejora tecnoldgica innovadora en procesos fer-
mentativos frente a la utilizacién de levaduras en forma libre.

ORGANIC AMENDMENTS IN AVOCADO CROP:
INFLUENCE ON SOIL MICROBIOTA AND
IMPLICATIONS FOR THE SUPPRESSION

OF ROSELLINIA NECATRIX

Autor: Nuria Bonilla Ruiz.

Directores: Antonio de Vicente Moreno
y Francisco M. Cazorla Lopez.

Centro: Instituto de Hortofruticultura Subtropical
y Mediterranea (IHSM, UMA-CSIC), Departamento
de Microbiologia, Universidad de Malaga.

La aplicacion de enmiendas organicas es una practica agri-
cola muy extendida en el cultivo ecoldgico del aguacate. En esta
tesis doctoral se ha estudiado el efecto de diversas enmiendas
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organicas sobre la microbiota del suelo de cultivo de aguacate y
como estas enmiendas pueden modificar el crecimiento y el estado
fitosanitario de este cultivo. El estudio de diversas fincas de agua-
cate indicd que el tipo de suelo o la historia de cada finca es un
factor determinante de la composicion de la microbiota del suelo.
La utilizacién de fincas experimentales revelé ademds un efecto
directo de las enmiendas en el suelo. Los métodos dependientes
de cultivo permitieron identificar a las enmiendas con efectos
mas evidentes, principalmente el compost comercial de origen
animal. Sin embargo la técnica independiente de cultivo PCR-
DGGE fue la mas resolutiva ya que permiti6 determinar que todas
las enmiendas incluidas en el estudio afectan a la composicion
de la microbiota en la capa superficial del suelo.

Se realizaron ensayos de invernadero con inoculaciones arti-
ficiales del hongo Rosellinia necatrix, causante de la podredum-
bre banca radicular del aguacate. Todas las enmiendas organicas
redujeron los sintomas de podredumbre blanca. La cascara de
almendra y los restos de jardineria, previamente compostados,
mostraron el efecto mas evidente. Ademas algunas enmiendas
favorecieron el crecimiento de las plantas de aguacate. Los suelos
modificados se analizaron y compararon en base a sus caracteris-
ticas fisico-quimicas, microbioldgicas y enzimaticas. Varios de los
tratamientos mostraron mayores niveles poblacionales que el con-
trol, en suelo y rizosfera, de bacterias heterétrofas, pseudomonas,
bacterias aerobias esporuladas y actinomicetes, especialmente en
los que contenian gallinaza o restos de jardineria compostados.
Los perfiles de PCR-DGGE mostraron variaciones tanto en la com-
plejidad como en la composicion de las comunidades bacterianas
de suelo y rizosfera dependiendo del tratamiento. Sin embargo,
cambios mas pronunciados en los niveles poblacionales, la diver-
sidad o la composicion de la microbiota no se relacionaron direc-
tamente con un mayor efecto supresivo. Los cambios fisiolégicos
revelados mediante Biolog Ecoplates™ fueron evidentes incluso
para los tratamientos que mostraron minimas diferencias con el
control en el analisis estructural realizado por PCR-DGGE. Las
enmiendas organicas produjeron ademéas una estimulacién general
de la actividad hidrolitica en los suelos. Algunas de las enzimas
afectadas estéan relacionadas con la degradacion de quitina y por
lo tanto podrian estar particularmente implicadas en la capacidad
de estos suelos para controlar al hongo R. necatrix.

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que el efec-
to supresivo de las enmiendas no esta relacionado con cambios
masivos en las comunidades microbianas de los suelos, y que es
mas probable que el efecto se deba a cambios puntuales en pobla-
ciones microbianas clave o bien en las actividades enzimaticas
llevadas a cabo por la comunidad microbiana.

CARACTERIZACION MEDIANTE BIOLOGIA
DE SISTEMAS DEL CICLO DE DESARROLLO
DE STREPTOMYCES Y SUS APLICACIONES
BIOTECNOLOGICAS

Autor: Paula Yagle Menéndez.

Directores: Prof. Jesus Sanchez Martin
y Dr. Angel Manteca Fernandez

Centro: Dpto. Biologia Funcional, Area de Microbiologia,
Universidad de Oviedo

Streptomyces es una bacteria micelial que produce aproxima-
damente dos tercios de los antibidticos de interés en biomedicina.
Tiene un ciclo de desarrollo complejo, que en cultivos sélidos incluye
procesos de muerte celular programada (MCP) y esporulacion. La
mayoria de las fermentaciones industriales se realizan en cultivos

liquidos (biorreactores), condiciones en las cuales no hay espo-
rulacion y se asumia que no habia diferenciacion. En esta tesis
hemos analizado el desarrollo de esta bacteria en cultivos liquidos
demostrando la existencia de un proceso de diferenciacion en el que
un micelio joven completamente compartimentalizado (MI) sufre
procesos de muerte celular programada y se diferencia a un micelio
multinucleado (MII), que es el productor de metabolitos secunda-
rios. También hemos demostrado la aplicacion biotecnolégica de este
ciclo de desarrollo en cuanto a la monitorizacién y optimizacién los
procesos de produccion de antibidticos.

Mediante biologia de sistemas (protedmica y transcriptémica),
hemos caracterizado las fases de MI, MII, demostrando que los
proteomas y transcriptomas de estas fases en cultivos liquidos son
comparables a los de cultivos sélidos. También hemos analizado
la fase de MCP, demostrando que se trata de un proceso de com-
petencia esencial para la diferenciacion de la fase reproductiva
productora de antibidticos y esporas (MII).

BIODIVERSIDAD BACTERIANA MARINA:
NUEVOS TAXONES CULTIVABLES

Autor: Teresa Lucena Reyes.

Directores: David R. Arahal, Maria J. Pujalte
y M. Carmen Macian.

Centros: Coleccion Espafola de Cultivos Tipo (CECT).
Facultad de Ciencias Bioldgicas. Departamento de
Microbiologia y Ecologia. Universidad de Valencia.

En esta Tesis Doctoral se presenta un estudio sobre la diversi-
dad cultivable del ambiente marino empleando técnicas de cultivo
tradicionales e identificacion mediante secuencia parcial (aproxi-
madamente 1000 bases) del gen ribosomal de la subunidad menor
de aislados bacterianos quimioheterétrofos obtenidos a partir de
agua del Mar Mediterraneo y ostra cultivada.

Dado el enfoque taxonémico del estudio, las cepas conside-
radas de interés han sido aquellas cuya secuencia del gen 16S
rRNA presentaban una semejanza menor del 98,0% con las de las
cepas tipo de las especies mas cercanas. Las bacterias marinas
seleccionadas por su novedad taxondmica se han sometido a una
caracterizacion polifasica para su descripcion y propuesta como
nuevos taxones (géneros y especies). La caracterizacion fenoti-
pica se ha realizado mediante determinacion del perfil de activi-
dades enzimaticas y metabélicas, caracteres fisiolégicos (rangos
de temperatura y salinidad, requerimientos idnicos especificos,
relaciones con el oxigeno), caracteres nutricionales (fuentes de
carbono, nitrégeno y energia, requerimiento de factores de creci-
miento), caracteres morfolégicos celulares y coloniales, movilidad
(mediante microscopia 6ptica y electronica), pigmentos, etc. Se
ha complementado mediante sistemas multiprueba (galerias API 'y
Biolog) y con el analisis de proteinas por espectrometria de masas
(MALDI-TOF MS) con el fin de permitir una rapida diferenciacion
de los taxones. Ademds, se ha realizado la caracterizacién qui-
miotaxondémica, que incluye el perfil de acidos grasos celulares
(determinacion por cromatografia de gases mediante el sistema
MIDI), la composicién de lipidos polares mayoritarios mediante
cromatografia en capa fina (TLC) y el contenido en quinonas
isoprenoides por cromatografia liquida de alta presion (HPLC).
La caracterizacién genotipica ha incluido la determinacion del
contenido en bases guanina y citosina (G+C) del DNA. Ademas,
se ha completado la secuencia del gen 16S rRNA (>1400 nucleé-
tidos). Con las secuencias obtenidas se han elaborado los estu-
dios filogenéticos basados en la comparacion con las secuencias
génicas de las especies tipo y representativas de los géneros mas
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cercanos, permitiendo la reconstruccion filogenética empleando
los algoritmos NJ, MP y ML disponibles en el paquete informati-
co ARB. En algunos casos y con el fin de profundizar y resolver
mejor las relaciones filogenéticas, se han analizado otros genes
esenciales o «housekeeping» (gyrB, recA, pyrH, etc...) tanto de
forma individual como concatenados. Cuando la secuencia del gen
16S rRNA no bastaba para delimitar especies, se ha determinado
el valor ANI (identidad nucleotidica media). Esta es una técnica
de reciente aplicacion en taxonomia bacteriana para la compara-
cion de parejas de genomas, y que da la identidad de secuencia
promedio que muestran todos los genes ortdlogos compartidos.

Este estudio ha permitido identificar a las proteobacterias como
las bacterias quimioheterétrofas cultivables mas abundantes en el
agua de mar del Mediterraneo y confirmar la dominancia del género
Vibrio, mientras que las bacterias pertenecientes a otros filos son
de mas dificil recuperacion. La seleccion de las cepas de interés
taxondémico y la caracterizacion taxonémica de éstas ha permitido
reconocer siete nuevos taxones dentro de la clase Alphaproteobac-
teria y la descripcion formal de dos nuevos géneros (Actibacterium y
Phaeomarinomonas) y cinco nuevas especies (Actibacterium muco-
sum, Phaeomarinomonas mediterranea, Phaeomarinomonas litorea,
Roseovarius litoralis y Tropicibacter multivorans). Del mismo modo,
se han reconocido y descrito cuatro nuevas especies dentro de la
clase Gammaproteobacteria, Haliea mediterranea, Photobacterium
aphoticum, Vibrio aestivus y Vibrio quintilis. Ademas, se ha descrito
un nuevo género y dos nuevas especies pertenecientes al filo Bacteroi-
detes, Euzebyella saccharophila, género nuevo con una sola especie,
y Marinifilum flexuosus. El analisis comparativo gendmico, utilizando
parametros no dependientes de anotacion (ANIb, ANIm y TETRA) sobre
datos de secuenciacién masiva al azar, ha permitido delimitar especies
de acuerdo con los umbrales propuestos, de modo satisfactorio.

Este estudio ha puesto de manifiesto la existencia de taxones
no descritos entre las poblaciones bacterianas facilmente cultiva-
bles y procedentes de nuestro entorno inmediato.

ANALISIS GENETICO Y FUNCIONAL DE
GENES ESPECIFICOS PARA PRODUCCION
DE MANGOTOXINA

Autor: Victor José Carrién Bravo.

Directores: Antonio de Vicente Moreno, Francisco
Manuel Cazorla Lépez y Eva Maria Arrebola Diez.

Centro: Instituto de Hortofruticultura Subtropical
y Mediterranea «La Mayora» (IHSM-UMA-CSIC),
Universidad de Malaga.

Pseudomonas syringae es una bacteria fitopatdgena capaz de pro-
ducir diferentes factores de virulencia, entre los que podemos destacar
las fitotoxinas. Este trabajo se centra en el estudio de una toxina
antimetabolito descrita por nuestro grupo de investigacién y a la cual
denominamos mangotoxina. Dicha toxina es producida principalmente
por cepas de P. syringae pv. syringae, aisladas de mango. Estudios
previos han mostrado que la mangotoxina es un pequefio oligopéptido
que inhibe a la enzima ornitina N-acetil transferasa, paso clave en la
ruta de biosintesis de ornitina y arginina.

Con el objetivo de identificar los genes implicados en la pro-
duccion de mangotoxina, en trabajos anteriores de nuestro grupo,
se realiz6 una mutagénesis al azar usando el transposén miniTn5,
obteniéndose una serie de mutantes defectivos en la produccion
de mangotoxina. El analisis de los genes interrumpidos puso de
manifiesto la participacion de un grupo de genes, posteriormen-
te denominado operén mgo, y que incluye, entre otros genes,
el gen mgoA que codifica una posible NRPS. EL operon mgo, y
concretamente el gen mgoA, participan en la produccion de man-

gotoxina y contribuyen a la virulencia de las cepas productoras,
tal y como ya ha sido descrito por nuestro grupo. El estudio de
otros mutantes defectivos en la produccién de mangotoxina nos
permitié la identificacion de los genes implicados en la biosintesis
de mangotoxina en nuestra cepa modelo UMAF0158. Estos genes
se encuentran en una regién cromosémica que no esta presente
en cepas de P. syringae secuenciadas y caracterizadas como no
productoras de mangotoxina. Mediante un analisis mas detallado
de esta region, se determind que presentaba una organizacion en
forma de operén formado por seis genes, y denominado «mbo»
procedente de las siglas de mangotoxin biosynthetic operon. Para
determinar la funcionalidad del operon mbo, éste fue clonado
incluyendo los seis genes, el promotor y el terminador, y poste-
riormente transformado en varias cepas del género Pseudomonas
no productoras de mangotoxina. El resultado fue que todas ellas
ganaron la capacidad de producir mangotoxina, confirmando la
funcionalidad de este operdn y que contiene toda la informacion
genética especifica necesaria para la biosintesis de mangotoxina.
Por lo tanto, esta region cromosémica ha sido descrita en este
trabajo como directamente implicada en la biosintesis de man-
gotoxina de forma especifica y esencial.

Debido al caracter especifico y esencial de este operdn para
la produccién de mangotoxina, se ha desarrollado un sistema de
deteccion del operdn mbo basado en técnicas moleculares de PCR,
el cual se ha contrastado con el analisis fenotipico de la produc-
cién de mangotoxina en un grupo de 93 cepas pertenecientes a
P. syringae. Los cebadores seleccionados amplificaban 692 pb del
operén mbo en las cepas productoras de mangotoxina. Esta técnica
nos ha permitido desarrollar un método facil y rapido de deteccion
del operdn mbo y por tanto, cepas productoras o potencialmente
productoras de mangotoxina. Por otro lado, en este trabajo se han
realizado analisis filogenéticos basados en las secuencias de genes
housekeeping, para intentar resolver la historia evolutiva del operon
mbo y precisar la relacion filogenética entre las cepas usadas en
este estudio. El resultado de este anélisis sugiere que el operdén
mbo ha sido adquirido una sola vez a lo largo de la evolucion por
un ancestro comin de los patovares aptata, avellanae, japonica,
pisi y syringae pertenecientes a la genomospecies 1.

Finalmente, con el fin de profundizar en los aspectos genéticos de
la produccién de mangotoxina, se realizd un estudio de la regulacién
de la produccion de dicha toxina. Para ello, se llevd a cabo un analisis
transcripcional de la cepa silvestre y de los mutantes en gacA y mgoA,
mediante PCR cuantitativa en tiempo real (g-PCR). Se realiz6 una
cuantificacion de la expresion relativa de genes de los operones mbo
y mgo, gacS/gacA. Ambos mutantes, tanto en gacA como en mgoA,
mostraron una disminucién de los niveles de expresion relativa, o lo
que es lo mismo, una disminucién de la transcripcion de los genes mbo.
Ademas, se detecté una menor expresion relativa de los genes mgo en
el mutante en gacA. Posteriormente se llevaron a cabo experimentos de
sobreexpresion de los operones mgo y mbo en los diferentes mutantes
del sistema gacS/gacA y en la cepa silvestre. Los resultados mostraron
que la sobreexpresion del operén mgo en los mutantes gacS/gacA
no restaurd la produccion de mangotoxina. Este resultado indica que
la ruta de regulacion no es lineal, sino que existen ramificaciones
con intermediarios entre ambos sistemas reguladores. Para intentar
determinar el papel del operén mgo en la produccion de mangotoxina
y si presenta alguna accion directa en el operén mbo, se llevaron
a cabo experimentos de expresion de [ -galactosidasa usando una
construccion del promotor del operdn mbo en el mutante en mgoA. Los
resultados mostraron que el promotor del operdn mbo no fue capaz de
alcanzar los niveles de actividad 3-galactosidasa de la cepa silvestre
en el mutante en mgoA, por lo tanto estos resultados parecen indicar
que alguno de sus productos ejerce una funcién activadora del operon
mbo. El andlisis en conjunto de todos los resultados obtenidos, nos
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ha permitido establecer un modelo simplificado y provisional de la
ruta de regulacion durante la produccién de mangotoxina, el cual se
basa en que el sistema de dos componentes GacS/GacA regula a nivel
transcripcional los operones mbo y mgo, permitiendo la traduccion
de ambos, y ademas los productos del operdn mgo parecen actuar
potenciando la transcripcién del operén mbo.

MECANISMOS DE ACCION

Y DETERMINANTES BACTERIANOS
IMPLICADOS EN LA ACTIVIDAD

DE BIOCONTROL DE BACILLUS

Autor: Houda Zeriouh.

Directores: Alejandro Pérez Garcia, Antonio de Vicente
Moreno y Diego Romero Hinojosa.

Centro: Departamento de Microbiologia,
Universidad de Malaga.

El control biolégico de plagas y enfermedades vegetales es,
en principio, una estrategia de control respetuosa con el medio
ambiente, por lo que se ha convertido en un interesante método
de control: En este sentido, la popularidad creciente de los pro-
gramas de manejo integrado de plagas y enfermedades, ha con-
tribuido al incremento del uso de estos agentes de biocontrol. EL
control integrado tiene como principal objetivo, la racionalizacién
del empleo de pesticidas, haciendo énfasis en la contribucion que
otros métodos de control tales como el biocontrol puedan aportar
al manejo de las enfermedades. Por tanto, el conocimiento amplio
de los mecanismos de accién de un agente de biocontrol es un
requerimiento clave para su posterior desarrollo como producto de
control biol6gico. Diversas especies del género Bacillus se encuen-
tran entre los biopesticidas de mayor éxito en el control de dife-
rentes enfermedades de plantas debido, entre otras propiedades, a
su capacidad de producir diferentes compuestos antimicrobianos.
Los antibioticos lipopéptidicos han recibido especial atencion por
su amplio espectro de accion, frente a hongos y bacterias pat6-
genas responsables de enfermedades en raices, partes aéreas de
la planta y en condiciones de postcosecha; y que ademas pueden
contribuir al control de las enfermedades mediante diferentes
mecanismos de accién. En nuestro laboratorio se seleccionaron
dos cepas de B. subtilis por su capacidad antagonista frente a un
amplio rango de patdgenos flngicos, demostrandose que estas
dos cepas de B. subtilis producian las tres principales familias de
lipopéptidos (fengicinas, iturinas y surfactinas). Se confirmé la
implicacion de fengicinas e iturinas en la capacidad de control de
la enfermedad flngica mas importante de cucurbitaceas, el oidio.
Dado que la actividad antifingica de estas cepas estuvo principal-
mente asociada a la produccién de lipopéptidos, se planted6 como
primer objetivo evaluar el espectro de accién de estas cepas de
B. subtilis frente a otros patdgenos aéreos de origen bacteriano
y analizar el papel de los lipopéptidos en la posible actividad
supresora. Se llevaron a cabo ensayos de biocontrol que revelaron
que dos enfermedades bacterianas, la mancha bacteriana y la
podredumbre blanda causadas por Xanthomonas campestris pv.
cucurbitae y por Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum
respectivamente, eran eficazmente controladas por estas cepas de
B. subtilis. En los ensayos de biocontrol utilizando una coleccién
de mutantes simples incapaces de producir iturina, bacilomicina
o fengicina, y en los estudios microscopicos confirmamos el papel
esencial de los lipopéptidos de la familia de las iturinas en la
actividad de biocontrol de estas cepas de B. subtilis (Zeriouh, H.,
Romero, D., Garcia-Gutiérrez, L., Cazorla, F.M., de Vicente, A.,
Pérez-Garcia, A. (2011) The iturin-like lipopeptides are essential

Xanthomonas sin tratar (izquierda) y en presencia
de lipopéptidos de Bacillus subtillis (derecha).
Imagen de la tesis de Houda Zeriouh.

components in the biological control weaponry of Bacillus sub-
tilis against bacterial diseases of cucurbits. Mol. Plant-Microbe
Interact 24: 1540-1552). Ademas, evaluamos el papel de las sur-
factinas en la colonizacion del filoplano de meldn. Los estudios
de colonizacion que se llevaron a cabo con las cepas de B. subtilis
y un mutante defectivo en la produccién de surfactina, demos-
traron que las surfactinas estaban implicadas en la formacion
de biopelicula sobre las hojas de meldn, ya que en los mutantes
defectivos en surfactina se observé la desaparicion de la forma-
cién de matriz extracelular y una disminucion en la capacidad de
colonizacién y en la capacidad de control bioldgico con respecto
a las cepas silvestres de B. subtilis. Estos resultados resaltan que
las surfactinas son esenciales para la formacion de biopeliculas
sobre hojas de melon y la colonizacion eficaz del filoplano, ambas
caracteristicas indispensables en un agente de biocontrol eficaz.
Por otro lado, demostramos que el fenémeno quorum quenching no
esta implicado en la capacidad de biocontrol de B. subtilis frente
a bacterias fitopatdgenas.

PREDICTIVE MYCOLOGY AND USE
OF NATURAL ANTIFUNGALS TO PREVENT
THE MYCOTOXIN FOOD HAZARD

Autor: Daiana Garcia.

Directores: Dr. Antonio J. Ramos Girona
y Dra. Sonia Marin Sillué.

Centro: Unidad de Micologia Aplicada del Departamento
de Tecnologia de Alimentos de la Universidad de Lleida.

Los hongos filamentosos pueden causar deterioro en las mate-
rias primas, piensos y alimentos varios pero, ademas, algunos
sintetizan toxinas llamadas micotoxinas las cuales son un riesgo
para la salud humana y animal. Desde el punto de vista de la sequ-
ridad alimentaria, en la relacién moho-toxina-alimento sé6lo las
micotoxinas, como peligro quimico, son relevantes. Sin embargo,
pese a la ausencia de una relacion directa entre el crecimiento
flngico y la produccién de micotoxinas, la prevencién del creci-
miento de mohos en los alimentos conduce a la prevencion de la
presencia de micotoxinas.

Debido a que los hongos filamentosos pueden contaminar
los alimentos desde las materias primas hasta su producto final,
se deberian emplear diferentes estrategias de prevencion en los
distintos pasos de la cadena alimentaria. Las estrategias de pre-
cosecha incluyen el uso de variedades de resistencia, rotacion del
cultivo, la preparacion del suelo, una irrigacion optima, el uso de
fertilizantes, herbicidas, insecticidas y la aplicacion de agentes
quimicos y biolégicos. Por otro lado, las estrategias de postco-
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secha incluyen el mejoramiento de las condiciones de secado y
almacenamiento junto con el uso de agentes quimicos y naturales.
Conjuntamente, los modelos predictivos podrian utilizarse como
una estrategia para la prediccion y prevencion del crecimiento de
mohos y la acumulacién de micotoxinas.

Esta tesis se centra en dos principales estrategias de control
del desarrollo flingico:

a) Eluso de antifangicos de origen natural para la prevencion
de mohos y micotoxinas.
Dos extractos vegetales, de Equisetum arvense y Stevia
rebaudiana, fueron estudiados como posibles agentes
inhibidores del crecimiento de mohos toxigénicos y sus
correspondientes micotoxinas. Las cepas estudiadas de
Aspergillus y Fusarium fueron completamente inhibidas
in vitro por un extracto de E. arvense al 3%. Sin embar-
go, este efecto se vio disminuido en el estudio in vivo
en semillas de maiz, donde E. arvense fue efectivo en la
inhibicion del crecimiento de Aspergillus seccion Flavi y
Fusarium seccion Liseola a los mayores niveles de actividad
de agua ensayados y para los mayores niveles de infeccion.
A pesar de esto, los niveles de micotoxinas no se vieron
significativamente afectados.

b) La evaluacion de la utilidad de los modelos predictivos
para el manejo del problema de las micotoxinas.
En un trabajo inicial fueron identificados cuatro puntos
especificos que merecen un estudio en profundidad para
evaluar la viabilidad de la microbiologia predictiva en el
campo de los mohos, y en concreto en el almacenamiento
de materias primas y alimentos: 1) los modelos predictivos
deberian ser Gtiles para predecir durante largos periodos
de tiempo; 2) los alimentos y las materias primas pro-
pensos a la contaminacién por micotoxinas generalmente
estan almacenadas bajo condiciones marginales para el
crecimiento flngico; de esta forma el desarrollo de los
modelos deberia probarse bajo dichas condiciones; 3) el
impacto del tamafio del indculo deberia de tenerse en
cuenta en el desarrollo de los modelos; y 4) el impacto de
la potencial variabilidad intraespecifica en las predicciones
entre aislados de una misma especie.

La prediccién del tiempo hasta el inicio del crecimiento
mediante modelos cinéticos se ve claramente influida por el
tamafio del indculo. Por otro lado, los modelos de prediccion se
vieron comprometidos bajo las condiciones marginales estudiadas
para el crecimiento fiingico; la gran variabilidad de los resultados
bajo dichas condiciones trae como consecuencia la necesidad de
la utilizacion de un gran ndmero repeticiones, especialmente para
los modelos cinéticos. Por dltimo, se demostré una gran variabili-
dad intraespecifica en el crecimiento y los niveles de micotoxinas
para las cepas estudiadas: A. carbonarius y P. expansum. Por este
motivo, deberia incluirse un gran nimero de cepas para el desa-
rrollo de modelos tanto para el crecimiento flingico como para la
produccion de micotoxinas; el aumento del nimero de cepas en
un experimento aumenta la variabilidad explicada mucho mas que
incluir més repeticiones.

Finalmente, se hizo un primer intento de modelizacion para
la produccion de aflatoxinas en funcion de los parametros de
crecimiento y el tiempo. En dicho experimento se demostr6 que
la acumulacion de aflatoxinas se correlacionaba mejor con el area
de la colonia que con el diametro de la colonia o la biomasa. Para
el modelo de la produccion de aflatoxinas se utilizd el modelo de

Luedeking-Piret, obteniéndose razonables porcentajes de varia-
bilidad explicada.

Para concluir, los modelos de probabilidad aplicados en esta
tesis, ya sea para el crecimiento flngico o para la produccion de
micotoxinas, pueden ser una herramienta valiosa en la gestion
de la sequridad alimentaria a través de la cadena alimentaria.

MICOTOXINAS EN ALIMENTO PARA TILAPIA:
EVALUACION DEL NIVEL DE CONTAMINQCION
Y EFECTO SOBRE PARAMETROS DE DANO
OXIDATIVO EN CELULAS Y TEJIDOS
LINFOIDES DE TILAPIA NILOTICA
(OREOCHROMIS NILOTICUS)
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El cultivo de tilapia (Oreochromis spp.), el pez dulceacuicola
mas importante de México por su captura, se realiza principalmen-
te en ambientes subtropicales. Estas condiciones ambientales, por
un lado, favorecen el cultivo comercial de este pez y, por otro, son
propicias para la contaminacion del alimento empleado en acui-
cultura por hongos como Aspergillus y Fusarium spp., productores
de aflatoxinas (AFs) y fumonisinas (FBs), respectivamente. En
este estudio, se recolectaron muestras de alimento para tilapias
utilizado en 10 granjas del estado de Nayarit, México, duran-
te tres temporadas estacionales (primavera, verano e invierno)
entre 2009-2010. En cada muestra se determiné la actividad de
agua (a ) y concentracion de AFsy FBs por ELISA y HPLC. Los
resultados no mostraron contaminacion por AFs; respecto a las
FBs, se detectaron 19 muestras positivas (60%) por ELISA y 14
muestras positivas (46%) por HPLC, con niveles de 0.148 a 2.587
mg/kg, los cuales se encuentran por debajo de los limites per-
misibles en la Recomendacién 2006/576 de la Union Europea.
En base a la concentracion de FBs encontrada, se utilizaron dos
concentraciones (1.0 y 2.5 ppm) de FBs (FB,+FB, ratio 3:1) para
evaluar el dafio oxidativo (concentracion de proteina oxidada e
hidroperoxidos lipidicos) y actividad de las enzimas antioxidantes
glutation-S-transferasa (GST), catalasa (CAT) y superdxido dismu-
tasa (SOD). Para las exposiciones in vitro se expusieron células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) durante 24, 48 y 96
h, mientras que para las exposiciones in vivo se expusieron CMSP,
células de bazo y tejido hepatico durante 4, 14 y 21 dias. Los
resultados de las exposiciones in vitro e in vivo demostraron que
FBs afecta negativamente la actividad de CAT en las células y
tejidos expuestos. Por otro lado, la actividad de SOD solamente
se ve afectada en CMSP y bazo expuestos in vivo a FBs. En cuanto
al dafo oxidativo, FBs provoca aumento en la concentracion de
proteinas oxidadas en las células y tejidos expuestos, mientras
que la concentracion de hidroperoxidos lipidicos aument6 solo en
CMSP. Estos resultados sugieren que la exposicion aguda a FBs
produce modificaciones en los parametros de estrés oxidativo de
las células y tejidos expuestos, lo cual pudiera afectar la fisiologia
de este organismo e influir posteriormente en el crecimiento y
produccion de este pez.
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