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    La importancia de las enfermedades causadas por bacterias fitopatógenas en España se ha ido incrementando exponencialmente desde la detección, a finales de la década de 1990, de diversas bacteriosis emergentes y reemergentes que han tenido serias repercusiones económicas hasta la detección, desde 2016, de distintos focos de Xylella fastidiosa en varias Comunidades Autónomas. Por ello, la Junta Directiva de la Sociedad Española de Fitopatología (SEF) consideró que existía una gran demanda de un libro español de texto o de consulta que recopilara información actualizada sobre estas enfermedades. Este tratado, actualmente único internacionalmente sobre este tema, pretende cubrir ese hueco y ofrecer información proporcionada por 53 expertos bacteriólogos. El libro incluye 48 capítulos que pretenden ofrecer una revisión científica actualizada, pero también realista y práctica, sobre las bacterias fitopatógenas y las enfermedades que ocasionan. Consta de seis capítulos generales introductorios, 13 sobre los géneros de las bacterias seleccionadas y 29 sobre las enfermedades de mayor importancia actual para la agricultura española y también de las que representan una amenaza potencial. La lectura de los distintos capítulos nos lleva a profundizar en el complejo patosistema que constituye cada bacteriosis, su etiología, diagnóstico, epidemiología y control. Cada problema bacteriano se trata con rigor académico, por lo que este texto sirve como fuente básica de conocimiento tanto para profesores como para estudiantes, pero también para técnicos y profesionales de la Sanidad Vegetal, así como para todos los actores que intervienen en la cadena de valor agrícola, desde la producción hasta la comercialización.

  


  
     

  


  
     


     


     


     


     


    PRÓLOGO


     


     


    Cuando a Enrico Fermi, físico de origen italiano nacionalizado estadounidense conocido por el desarrollo del primer reactor nuclear y Premio Nobel de Física de 1938, le preguntaron qué era para él un milagro, respondió: “Un milagro es cualquier cosa con una probabilidad menor del 20 %”. En algún momento, las probabilidades de que este magnífico libro sobre bacterias fitopatógenas saliera a la luz eran bastante menores al 20 %, así que su publicación la podemos considerar un milagro en términos de Fermi. Y este milagro ha sido posible debido, no solo a las extraordinarias contribuciones de los más de 50 autores, la gran mayoría miembros de la Sociedad Española de Fitopatología (SEF), sino a la pormenorizada labor que han hecho sus editores, la persuasiva coordinación de Ana Palacio-Bielsa y la actividad catalizadora de nuestro representante de la SEF, Jaime Cubero, en estas labores. A todos ellos, gracias infinitas, en nombre de la SEF. Dada su complejidad y extensión, la presente obra ha sido tutelada por varias Juntas de la SEF a cuyos miembros hago extensivo mi agradecimiento.


    Este libro responde al compromiso de la SEF con una de sus líneas fundacionales y estatutarias: fomentar, facilitar, aunar y difundir trabajos en los diferentes aspectos de la Fitopatología. Completa además la serie de libros dedicados a las enfermedades causadas por los principales fitopatógenos: hongos/oomicetos, nematodos y virus.


    La Fitobacteriología empezó como una disciplina muy descriptiva a finales del siglo XIX. Con el advenimiento de la Biología Molecular a mediados del siglo XX la Fitobacteriología ha sido uno de los campos que más rápida y profundamente ha progresado. El inicio del siglo XXI supuso un antes y un después en el estudio de las bacterias fitopatógenas. En el año 2000 se produjeron dos acontecimientos especialmente significativos: la primera secuenciación completa del genoma de una bacteria agriculturalmente relevante (Xylella fastidiosa-CVC) y la del primer genoma completo de una planta (Arabidopsis thaliana). Esto ha permitido un considerable avance en el conocimiento no solo de la genética y genómica bacteriana sino de sus mecanismos de patogénesis, diagnóstico, epidemiología y control. La primera parte de la presente obra actualiza y pone en valor todos estos conceptos mediante las contribuciones de prestigiosos fitopatólogos. El resto del libro constituye una exhaustiva puesta al día sobre los principales géneros de las bacterias fitopatógenas y las enfermedades que ocasionan. Es de destacar que no solo aquellas de las diez bacterias seleccionadas en el Top Ten por la revista Molecular Plant Pathology (Mansfield et al. 2012) que están presentes en España, sino también otras muchas con especial relevancia en nuestro país, están incluidas en esta completísima obra.


    El esfuerzo de la SEF ha sido considerable, pero, sin duda siempre es una satisfacción que este esfuerzo se traduzca en un retorno positivo de la comunidad educativa, profesional y estudiantil, como esperamos que así sea.


     


     


    Vicente Pallás


    Presidente de la SEF

  


  
     


     


     


     


     


    NOTA DE LOS EDITORES


     


     


    La importancia de las enfermedades causadas por bacterias fitopatógenas en España se ha ido incrementando desde la detección, a finales de la década de 1990, de diversas bacteriosis emergentes y reemergentes que han tenido serias repercusiones económicas, y en los últimos años, el interés fitopatológico y mediático suscitado en España por Xylella fastidiosa no es comparable al despertado por ningún otro tema relacionado con la Sanidad Vegetal.


    A pesar de la cantidad de información disponible sobre bacteriosis en textos extranjeros, en publicaciones de divulgación y obviamente en internet, la Junta Directiva de la Sociedad Española de Fitopatología (SEF) consideró que no existía un libro español de texto o de consulta que recopilara información actualizada sobre estas enfermedades, que están teniendo cada vez mayor relevancia en nuestro país. Por ello, este nuevo tratado pretende cubrir ese hueco y ofrecer información fiable y actualizada proporcionada por 53 expertos, en su mayoría españoles, y todos ellos con amplia experiencia en las distintas enfermedades y bacterias. El objetivo de los editores al redactar el índice y los puntos a desarrollar en cada capítulo, ha sido proporcionar una visión de conjunto de cada una de las enfermedades de mayor importancia actual para la agricultura española y también de las que representan una amenaza potencial y de las bacterias causantes o asociadas a las mismas.


    La génesis de este libro ha sido larga y compleja y se inició cuando la Sociedad Española de Fitopatología decidió publicar un nuevo volumen sobre enfermedades de plantas causadas por bacterias, con lo que se completa la serie de los relativos a hongos/oomicetos, nematodos, y el más reciente de virus.


    Este libro es muy ambicioso, ya que incluye 48 capítulos que pretenden ofrecer una revisión científica actualizada, pero también realista y práctica, del estado de los conocimientos sobre estas bacterias y las enfermedades que ocasionan. Consta de seis capítulos generales a modo de introducción sobre bacterias y bacteriosis, 13 sobre los géneros de las bacterias seleccionadas y 29 sobre las principales bacteriosis y su problemática en España. Estas enfermedades se han seleccionado en función de su importancia actual o previsible en el futuro y teniendo en cuenta también la de los cultivos a los que afectan. La lectura de los distintos capítulos nos lleva a profundizar en el complejo patosistema que constituye cada bacteriosis, y en su diagnóstico, etiología, epidemiología y control.


    Esta obra ha sido concebida desde el principio como el resultado de una amplia colaboración, y la mayor dificultad para los editores ha sido la necesidad de utilizar un lenguaje común en temas muy diversos y de evitar duplicaciones. Por ello, se consideró oportuno incluir una etapa de correcciones y de homogeneización, que ha requerido un esfuerzo adicional de los autores, a los cuales expresamos nuestro agradecimiento en nombre de la SEF, por su desinteresada colaboración, su buen hacer y su paciencia con los retrasos que ha sufrido esta obra.


    Todos los autores, con su profundo conocimiento del tema, han conseguido que en cada capítulo el lector pueda encontrar aspectos esenciales de interés científico y técnico, pero combinados con otros más prácticos para nuestros profesionales y relativos a la situación actual. Se ha intentado emplear un lenguaje comprensible para todo tipo de público en España, y esperamos que también para el de los países de habla hispana. Además, su disponibilidad tanto en papel como online, permitirá el acceso a esta publicación de todo tipo de público y en cualquier lugar.


    Creemos que se ha logrado que cada problema bacteriano se trate con rigor académico, pero también que este texto sirva como fuente básica de conocimiento tanto para profesores y estudiantes, como para técnicos y profesionales de la Sanidad Vegetal, así como para todos los actores que intervienen en la cadena de valor agrícola, desde la producción hasta la comercialización.


    Los editores consideramos que este libro nace como una obra abierta, que debería ser ampliada en el futuro con la actualización de datos y de nuevo conocimiento. Deseamos que los lectores aprecien toda la información que contiene y disfruten y aprendan con su lectura, ya que los autores y editores hemos querido ofrecer con él un recurso didáctico básico, preciso y ameno para todos los interesados en el apasionante mundo de las bacterias fitopatógenas.


     


     


    María Milagros López


    Jesús Murillo


    Emilio Montesinos


    Ana Palacio-Bielsa
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    Capítulo 1

    

    Bacterias fitopatógenas: introducción a su biología, ecología y taxonomía


     


    Antonio de Vicente, Alejandro Pérez-García y Francisco M. Cazorla


     


     


    1. Introducción


     


    Los procariotas son microorganismos unicelulares y su característica más significativa es que su material genético (generalmente una única molécula circular de ADN) no está rodeado por una membrana, a diferencia de las células eucarióticas, y por ello, las células procarióticas carecen de verdadero núcleo. Otras diferencias fundamentales son la ausencia de orgánulos, la ausencia de esteroles en la membrana celular y que los ribosomas (70S) son más pequeños que los de eucariotas (80S).


    De forma genérica, se continúa aún empleando el término “bacteria” para referirse a todos los procariotas, si bien se distinguen dos Dominios claramente diferenciados: Bacteria, las bacterias propiamente dichas, y Archaea. Ambos Dominios, aunque comparten muchas características se diferencian por una serie de características generales entre las que podemos destacar la composición de la membrana citoplasmática, de la pared o de los ARNt (Willey et al. 2009).


    Entre los procariotas patógenos de plantas, que pertenecen todos al Dominio Bacteria, se han considerado tradicionalmente dos grupos, los que poseen pared celular y los que carecen de la misma (Mollicutes). Los mollicutes, a veces denominados genéricamente micoplasmas, son un tipo particular de bacterias, caracterizados por la ausencia de pared celular, lo que está relacionado con su forma de vida (generalmente como parásitos de células eucarióticas), lo que condiciona muchas de sus características: sensibilidad elevada a la lisis, resistencia a penicilina y otros antibióticos de pared y pequeño tamaño celular y de su genoma (Avinent y Llácer 1996).


    El descubrimiento de las bacterias se atribuye a Anthonie van Leeuwenhoek (1632-1723). En la historia de la Microbiología destacan, Louis Pasteur (1822-1895) por sus trabajos sobre inmunización y vacunas, y Robert Koch (1843-1910) por sus postulados (1882) para demostrar el papel de un microorganismo como agente causal de una enfermedad, que han sido determinantes en el desarrollo de la fitobacteriología.


    Los trabajos de Thomas J. Burrill (1836-1916) y sus investigaciones sobre el fuego bacteriano de las rosáceas suponen un hito para la historia de las bacterias fitopatógenas, ya que en 1880 publicó su primer trabajo sobre la etiología del fuego bacteriano en perales y manzanos, y en 1883 describió la bacteria causante como una nueva especie, Micrococcus amylovorus (posteriormente Erwinia amylovora) (Glawe 1992). Sin embargo, fue en 1885 cuando J.C. Arthur (1850-1942) publicó el artículo en el que se completaron los postulados de Koch, por lo que se considera la primera bacteria fitopatógena descrita (Smith 1920).


     


     


    2. Morfología y estructura


     


    Dos características que podrían en principio considerarse poco relevantes, son sin embargo clave para entender la biología de las células procarióticas, el pequeño tamaño y la forma (Fig. 1). El tamaño de la célula bacteriana oscila entre menos de 1 µm, como en el caso de los fitoplasmas, hasta los 2-3 µm de un bacilo típico. Para una célula, el pequeño tamaño tiene ventajas al conferir una mayor superficie en relación al volumen, lo que tiene importantes implicaciones en su biología, favoreciendo el intercambio con el medio (p. ej. de nutrientes) y disminuyendo el tiempo necesario para multiplicarse. Las bacterias fitopatógenas presentan morfologías variadas; aunque la mayoría son bacilos (con forma cilíndrica más o menos alargada) pueden ser también cocos (morfología esférica) o, en el caso de los mollicutes, pleomórficos (con formas irregulares) o espirales.
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    Figura 1. Imágenes mediante microscopía de una bacteria con morfología bacilar típica, Pseudomonas syringae. A, Microscopía óptica con tinción Gram; B, Microscopía electrónica de barrido.
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    Figura 2. Esquema de una célula bacteriana Gramnegativa mostrando las estructuras celulares más representativas.


     


    La célula procariótica (Fig. 2) presenta diferencias relevantes con respecto a la célula eucariótica (Montesinos y Beltrá 1996), destacando la ausencia de un núcleo rodeado de membrana nuclear, por lo que el material genético o genóforo está directamente contenido en el citoplasma. Igualmente carece de mitocondrias o cloroplastos y los ribosomas 70S aparecen en el citoplasma, pero no asociados a estructuras membranosas. Sin embargo, las células procarióticas a menudo presentan inclusiones citoplasmáticas o gránulos que suponen reservas energéticas o de precursores biosintéticos; como las inclusiones de polímeros carbonados como el poli-ß-hidroxibutirato, que se agrupan formando gránulos, o las del polisacárido glucógeno.


    El citoplasma contiene una elevada concentración de solutos, lo que origina una elevada presión osmótica, de alrededor de dos atmósferas. La presencia de pared celular permite resistir esta presión y evitar la lisis celular, a la vez que proporciona rigidez a la célula. En función de la composición de la pared celular se distinguen dos grupos de bacterias: Grampositivas y Gramnegativas. Todas las paredes celulares bacterianas presentan una capa rígida, el peptidoglicano o mureína, aunque las Gramnegativas presentan capas adicionales. El peptidoglicano es un polisacárido de unidades repetidas de N-acetilglucosamina y ácido N-acetilmurámico unidas siempre por enlaces ß-1,4, junto con algunos aminoácidos que forman las unidades de tetrapéptido: L-alanina, D-alanina, ácido D-glutámico (dos D-aminoácidos poco comunes y no proteinogenéticos) y lisina o ácido meso-diaminopimélico. La estructura del peptidoglicano está formada por largas cadenas paralelas de peptidoglicano conectadas entre sí mediante enlaces peptídicos entre aminoácidos de tetrapéptidos de cadenas adyacentes, que confieren de esta manera rigidez al peptidoglicano y una estructura similar a una red. En bacterias Grampositivas el peptidoglicano representa la mayor parte de la pared celular en una o varias láminas. Muchas de estas bacterias presentan también en su pared ácidos teicoicos, polisacáridos que contienen unidades de glicerolfosfato o ribitolfosfato, que se unen covalentemente a las unidades de ácido N-acetilmurámico del peptidoglicano. Aunque la mayoría de los procariotas no pueden sobrevivir en su ambiente sin las paredes celulares, algunos sí son capaces de hacerlo, como los mollicutes, que viven en ambientes osmóticamente protegidos como el citoplasma de células eucariotas, el sistema conductor de las plantas, o la hemolinfa de insectos.


    En bacterias Gramnegativas, el peptidoglicano solo representa alrededor de un 10 % de la pared, que está formada en su mayor parte por la denominada membrana externa, y una segunda bicapa fosfolipídica compuesta además por proteínas y polisacáridos. Lípidos y polisacáridos están unidos formando una capa de lipopolisacárido (LPS) en la parte exterior de la membrana externa, mientras en su cara interior conserva una estructura fosfolipídica semejante a la membrana citoplasmática. La porción polisacarídica consta de dos elementos: el núcleo o core polisacarídico y el polisacárido o cadena lateral O. La porción lipídica o lípido A está formado por ácidos grasos unidos por enlaces éster a grupos amino de un disacárido de N-acetilglucosamina-fosfato y no a glicerol. La membrana externa presenta una lipoproteína que actúa como unión entre esta y el peptidoglicano. La principal función de la membrana externa, es estructural, y posee una elevada permeabilidad para moléculas pequeñas, gracias a que contiene unas proteínas transmembranales, porinas, que funcionan como canales para pequeñas moléculas hidrofílicas, actuando como una barrera que retiene proteínas.


    A menudo, las células procarióticas presentan estructuras externas a la pared celular que están en contacto con el medio, compuestas por materiales polisacarídicos o proteicos que constituyen la cápsula o la capa mucosa. Las capas exopolisacarídicas pueden tener varias funciones relacionadas con la fijación a superficies o en el establecimiento de biopelículas.


    Las fimbrias y los pili son estructuras externas filamentosas de naturaleza proteica que desempeñan varias funciones relevantes. Las fimbrias ayudan a fijarse a superficies, como los tejidos del huésped, y a la formación de biopelículas; en muchos casos se consideran factores de virulencia en bacterias fitopatógenas, por ejemplo, los sistemas de secreción del tipo III. Los pili son similares a las fimbrias, pero son más largos y menos numerosos. Además de unirse a superficies, como las fimbrias, los pili tienen funciones adicionales como facilitar el intercambio genético en el proceso de conjugación. Asimismo, los pili del tipo IV están implicados en la movilidad a tirones (twitching) que permite el deslizamiento sobre superficies sólidas, mediante la extensión y retracción de los pili.


    Muchas células procarióticas son capaces de moverse mediante flagelos, con el movimiento denominado natación (swimming); asimismo los flagelos permiten el deslizamiento en superficies sólidas (swarming), como una forma de movimiento multicelular coordinado. Los flagelos, cuya rotación impulsa las células a través del medio líquido, son apéndices largos y finos libres por un extremo y anclados en la envuelta celular por el otro. La disposición de los flagelos varía según la bacteria, y puede ser polar, peritrica, etc. El filamento del flagelo es helicoidal y se compone de subunidades de una proteína, flagelina, muy conservada entre distintas especies bacterianas y que es un potente inductor del sistema inmune innato de la planta.


    La información genética de todos los organismos celulares está codificada en las moléculas de ADN. En los procariotas el ADN está constituyendo el genóforo o cromosoma presente en el citoplasma. Aun así, muchos de los procariotas portan además en su citoplasma, unas moléculas circulares de ADN más pequeñas que se llaman plásmidos. El ADN plasmídico también porta información, pero esta es generalmente accesoria, y se replica y transmite independientemente del ADN cromosómico (Agrios 2005).


     


     


    3. Metabolismo y crecimiento


     


    Para que una célula bacteriana se divida deben producirse numerosas reacciones químicas y que las moléculas se organicen para formar las estructuras específicas. Estas reacciones que constituyen el metabolismo bacteriano incluyen las reacciones catabólicas (liberan energía desde la fuente) y las anabólicas (biosintéticas o consumidoras de energía). Para desarrollar este metabolismo las células requieren diferentes compuestos químicos, los nutrientes, que actúan como sustrato para las reacciones de obtención de energía y biosíntesis. Las células procarióticas están compuestas mayoritariamente por agua y macromoléculas orgánicas, y si consideramos su composición estaremos conociendo sus necesidades nutricionales; encontramos los macronutrientes, en especial los seis elementos (C, O, H, N, S, P) que componen mayoritariamente las macromoléculas celulares, junto con otros cuatro elementos fundamentales en el funcionamiento celular (K, Ca, Mg, Fe). Además, también requieren algunos micronutrientes o elementos traza (Mn, Zn, Co, Mo, Ni, Cu), también esenciales, pero normalmente aportados en cantidad suficiente por las impurezas del agua o medio de cultivo. Los microorganismos requieren para que su crecimiento no se vea limitado un aporte equilibrado de estos nutrientes. Muchos microorganismos poseen las enzimas y rutas bioquímicas necesarias para sintetizar todos los componentes celulares a partir solo de nutrientes minerales y la fuente de energía; sin embargo, otros requieren obtener algunos constituyentes celulares o sus precursores: aminoácidos, bases púricas o pirimidínicas o vitaminas, los denominados factores de crecimiento.


    Además de la necesidad de un aporte proporcionado de nutrientes, todos los organismos necesitan una fuente de electrones y poder reductor para las reacciones de oxidorreducción, que proporcionarán la energía necesaria para el trabajo celular y los procesos biosintéticos. En el mundo procariótico podemos encontrar la mayor diversidad conocida en cuanto a tipos nutricionales. Así, en cuanto a la fuente de carbono, nutriente mayoritario junto a oxígeno e hidrógeno, las bacterias fitopatógenas son microorganismos heterótrofos, que usan moléculas orgánicas reducidas como fuente de carbono y normalmente también como fuente de energía (quimiorganótrofos).


    En Microbiología, el término crecimiento se define como un incremento en el número de células. El crecimiento implica un incremento de los componentes celulares a partir de los nutrientes incorporados del medio externo. Una célula bacteriana incrementa su biomasa celular hasta que se divide en dos células hijas idénticas, en un proceso conocido como fisión binaria, proceso conceptualmente simple en el que una célula se divide en dos, aunque es complejo desde el punto de vista biológico. La célula incrementa sus constituyentes celulares de una forma proporcionada, lo que incluye la replicación del cromosoma y la separación de las moléculas duplicadas de forma que cada mitad celular reciba una copia completa, para a continuación formarse un tabique o septo mediante el crecimiento de la membrana citoplasmática y la pared celular; de esta manera la célula madre acaba dividiéndose en dos células hijas idénticas.


    La replicación del cromosoma circular ocurre con este unido a la membrana para facilitar su distribución durante la división, y comienza en un punto denominado origen de replicación. Este proceso se completa en un tiempo definido como tiempo de generación o de duplicación, pues tanto el número de células como la biomasa se duplican. El tiempo de generación es muy variable en bacterias fitopatógenas, pero en algunas especies puede ser de alrededor de una hora en condiciones óptimas de cultivo en laboratorio. Este modelo de crecimiento poblacional, en el que tras cada periodo de tiempo determinado la población se duplica, se denomina crecimiento exponencial y durante el mismo los microorganismos se dividen a la velocidad máxima posible para sus características y las condiciones ambientales. No obstante, en algún momento este crecimiento se verá limitado, por ejemplo, por el agotamiento de un nutriente esencial. Cuando una bacteria crece o se cultiva en un sistema cerrado, donde las concentraciones de nutrientes irán decreciendo y la de residuos aumentando, se observan varias fases diferentes en la curva de crecimiento bacteriano. En primer lugar, aunque no siempre, se observa una fase lag o de latencia, donde inicialmente no se observa crecimiento, debido a la necesidad de adaptarse las células a un nuevo medio o situación. Una vez completada esta adaptación, se produce la fase exponencial de crecimiento, hasta que esta se ve limitada porque algún nutriente esencial se hace limitante. A continuación, se observa la fase estacionaria, en la que el agotamiento de nutrientes esenciales y la acumulación de residuos en el medio conducen a que se detenga el crecimiento. En esta fase, la velocidad de crecimiento y la de muerte se igualan y por ello no se observa aumento del número de células. A la fase estacionaria, sigue una fase de disminución del número de células o fase de muerte, donde la tasa de muerte supera a la de división. Sin embargo, en esta fase las células no son capaces de crecer, bien porque han muerto, o bien porque han entrado en el estado VNC. Esto es lo que ocurre en un sistema cerrado o de cultivo discontinuo, donde el crecimiento exponencial dura solo unas generaciones. A dicho modelo de crecimiento poblacional se ajusta el de las bacterias fitopatógenas, tanto cuando están en los órganos de la planta, como en la propia planta tras la infección.


    Lógicamente, el crecimiento bacteriano también vendrá afectado en gran medida por las condiciones medioambientales. El impacto de algunos factores ambientales sobre el crecimiento bacteriano es determinante, y entre ellos destacan la temperatura, el pH, los solutos y la actividad de agua, el nivel de oxígeno, la presión, la radiación ultravioleta y la luz visible.


    Para medir el crecimiento microbiano, es necesario medir el número de células o la biomasa. En general, se determina el número de células, y la forma más directa es el recuento microscópico de células, o alternativamente en algunos casos puede emplearse la citometría de flujo. Estos métodos arrojan generalmente recuentos superiores a los de recuento de colonias en placa, pues incluyen el recuento de células vivas y muertas, aunque el empleo de algunos colorantes fluorescentes permite diferenciarlas. La forma más habitual para determinar células viables es el empleo de técnicas de siembra en placa y recuento de colonias, aunque estas presentan con frecuencia ciertas imprecisiones, si no se disgrega y dispersa adecuadamente la muestra, o por no considerar las células en estado VNC. Un método muy sencillo y útil para estimar el número de células de una forma indirecta y rápida es la determinación de la turbidez de un cultivo en medio líquido o de una suspensión bacteriana, ya que la densidad celular es proporcional a la turbidez y por tanto a luz dispersada, que puede medirse con un espectrofotómetro.


     


     


    4. Ecología


     


    La interacción entre ambiente y crecimiento, junto a la disponibilidad de nutrientes y fuentes de energía, son determinantes en la ecología de cada bacteria, así como en las características de la microbiota presente en cada ecosistema, donde además la propia actividad microbiana tiene un papel fundamental en la modificación de dicho ambiente.


    Formalmente, los estudios pioneros de Ecología bacteriana son los de Sergei Winogradsky (1856-1953) sobre el papel de los microorganismos como agentes biogeoquímicos. Otra aportación clave es la de Martinus Beijerinck (1851-1931), con sus trabajos sobre fijación de nitrógeno, el desarrollo de la técnica de cultivos de enriquecimiento y su enunciado sobre el principio de la ubicuidad potencial de los microorganismos. Esta ubicuidad es fundamental considerarla en el contexto adecuado, que es el de la enorme diversidad del mundo bacteriano; todas las actividades catabólicas y anabólicas conocidas están presentes en el mundo microbiano, y en especial hay que resaltar que muchas de ellas están presentes exclusivamente entre los procariotas.


    Un concepto básico de la Ecología es que los organismos que habitan un determinado ecosistema son los que están mejor adaptados a sus condiciones ambientales. Las estrategias de adaptación bacteriana a sus ambientes naturales resultan del mayor interés. Con frecuencia las bacterias viven en ambientes con bajas concentraciones de nutrientes (oligotrofia), lo que exige una elevada competitividad en la captación de los nutrientes, o en respuesta al estrés mediante fases de dormancia, desarrollando estrategias como la formación de endosporas, o el estado VNC.


    En presencia de gradientes de agentes físicos o químicos, muchas bacterias son capaces de dirigir su movimiento mediante quimiotaxis, que es la respuesta a agentes químicos, y fototaxis o respuesta a la luz. Dichos agentes pueden actuar como atrayentes o repelentes. La respuesta quimiotáctica se basa en la acción de proteínas de membrana, quimiorreceptores, que transmiten la información mediante una cadena de proteínas hasta el motor flagelar.


    La formación de biopelículas (agrupamientos de células adheridas a una superficie y englobadas por una matriz adhesiva) es una estrategia microbiana muy favorable para el crecimiento y colonización bacterianos (Madigan et al. 2009). Las comunidades microbianas de las biopelículas son, con frecuencia, complejas y la producción y secreción de polisacáridos por algunos de sus componentes es determinante para facilitar la adhesión a la superficie y la formación de la biopelícula. Los microorganismos que la forman se ven favorecidos no solo en la captación de nutrientes, sino también en la protección frente a la luz ultravioleta o frente a compuestos dañinos. Incluso la expresión génica y la actividad de las células en la biopelícula es diferente de cuando se encuentran como células aisladas en vida planctónica. Como ejemplo de biopelículas están la colonización del filoplano y el rizoplano de las plantas por distintas especies o comunidades bacterianas.


    Además, las células bacterianas dentro de la comunidad se comunican entre sí mediante la liberación y la percepción de moléculas señal que le permiten estimar la densidad poblacional en ese microambiente, fenómeno conocido como quorum sensing. La molécula inductora en muchas bacterias Gramnegativas son las acil-homoserina lactonas, y los oligopéptidos en bacterias Grampositivas. Numerosos procesos bacterianos están regulados por quorum sensing, como la producción de factores de virulencia, infección de ciertos huéspedes, la formación de biopelículas, conjugación, etc.


    Una última cuestión relevante en cuanto a la ecología bacteriana, es que animales y plantas deben ser considerados como hábitats microbianos con frecuencia muy favorables para el crecimiento de estos organismos (disponibilidad de nutrientes, condiciones ambientales estables, etc.). Con frecuencia tenemos una visión muy parcial de estas interacciones, puesto que las más estudiadas y conocidas son las interacciones desfavorables, y en especial las bacterias causantes de enfermedades, de las que en este libro veremos numerosos ejemplos. Pues bien, en la naturaleza son también muy frecuentes las interacciones favorables. Muchas de estas simbiosis mutualistas son ejemplos espectaculares de vida en común y, de hecho, la forma de vida de animales y plantas no podría entenderse sin el papel beneficioso de las bacterias. Por ejemplo, en la rizosfera la actividad microbiana es mucho mayor que en el suelo no rizosférico; mientras que la densidad microbiana en la rizosfera y el rizoplano es también más elevada, ya que la raíz de la planta tiene un efecto favorecedor para el desarrollo microbiano, y a su vez con frecuencia esta actividad microbiana facilita el crecimiento de la planta mediada por la producción de fitohormonas, vitaminas, antibióticos, etc.


     


     


    5. Genética y genómica


     


    Como ocurre en todos los organismos vivos, la información genética del ADN está codificada en el orden lineal de cuatro bases (A: adenina; C: citosina; G: guanina; T: timina). Cada tres bases adyacentes (triplete) codifican para un aminoácido en particular. Un gen es un fragmento de la molécula de ADN, habitualmente con 100 a 500 o más tripletes adyacentes, que codifica para una proteína funcional o para una molécula de ARN.


    Cuando un gen es activo, este se expresa, y una de las cadenas de ADN se usa como molde para transcribir la información a una molécula de ARN. Algunos genes solo codifican para una molécula de ARN con distintas funciones (ARNt, ARNr). Sin embargo, la mayoría de los genes codifican para proteínas, y el producto de la transcripción es un ARNm. El ARNm se une a los ribosomas, que con la ayuda de los ARNt traducen la secuencia de bases de la cadena del ARNm a una secuencia específica de aminoácidos, que se plegará de una forma específica para formar una proteína particular. Diferentes genes codifican para diferentes proteínas, la mayoría de las cuales actúan como enzimas. Las proteínas le dan al organismo sus propiedades características, tales como la forma, el tamaño o el color; determinan qué tipo de sustancias químicas van a ser producidas por la célula; y regulan todas las actividades celulares y de los organismos.


    No todos los genes se expresan al mismo tiempo ni en todas las células. Algunos genes están “activos” y otros “inactivos”. Esto está regulado por secuencias adicionales en el ADN llamadas promotores (donde se unen las proteínas encargadas de la transcripción), y zonas operadoras (zonas de ADN que interaccionan con proteínas que pueden actuar como represoras o inductoras) y que regulan la transcripción de los genes.


    En el orden preciso de los nucleótidos del ADN está integrada una importante cantidad de información de forma ordenada como, por ejemplo, el modo en que se replica el ADN, la estructura génica y la manera en que funcionan los genes (es decir, la expresión génica). La regulación de la expresión génica es importante porque enlaza el genotipo de un organismo, que es el juego específico de genes que posee, con su fenotipo, que constituye el conjunto de características observables.


    Debido al tipo de multiplicación asexual de las bacterias, la frecuencia y grado de variabilidad entre la progenie resulta muy reducida, pero incluso entre los individuos de la progenie se pueden apreciar algunos que muestran características diferentes, fruto de la variabilidad genética. Los principales mecanismos de variabilidad genética en bacterias son la mutación y la recombinación.


    La mutación representa cambios en la secuencia de bases del ADN mediante la sustitución, adición o delección de uno o varios pares de bases, y que serán trasmitidos por vía hereditaria a la progenie. Además, pueden tener lugar otros cambios adicionales mediante la amplificación de múltiples copias de segmentos de ADN particulares, por la inserción o escisión de elementos transponibles o por la inversión de un segmento de ADN. Una mutación que ocurre en un locus que codifique para una enzima puede resultar en una secuencia que produzca una forma de la enzima alterada. En el caso de las bacterias, como son organismos haploides, cuando tiene lugar la mutación, esta es expresada inmediatamente.


    Por otro lado, la recombinación en bacterias puede tener lugar mediante procesos de transferencia horizontal de genes y su posterior incorporación al ADN bacteriano, simulando en cierta medida el resultado de una reproducción sexual. Esta transferencia horizontal de genes en bacterias tiene lugar mediante tres procesos principales (Fig. 3): la conjugación, la transformación y la transducción. La conjugación tiene lugar cuando dos bacterias compatibles se ponen en contacto y una porción del plásmido o del cromosoma de una de ellas es transferido a la otra a través de un puente de conjugación o pili. En la transformación, la célula bacteriana se transforma genéticamente mediante la adsorción y posterior incorporación de ADN libre. Este ADN libre en el medio provendría de la lisis de otras células cercanas o de la secreción de ADN por estas bacterias. En la transducción, un virus bacteriano (bacteriófago) transfiere el material genético desde una bacteria que ha sido previamente infectada. La transferencia del material genético por estos tres métodos se puede llevar a cabo hacia miembros de especies o incluso géneros diferentes.
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    Figura 3. Representación esquemática de los tres mecanismos principales de intercambio de material genético entre bacterias. A, conjugación; B, transformación; C, transducción. Verde: cromosoma bacteriano; Rojo y gris: ADN transferido horizontalmente; Hexágonos: partículas víricas.


     


    La genómica estudia la organización molecular de los genomas, su contenido de información y los productos génicos que codifican. El primer paso para los estudios genómicos es determinar las secuencias de ADN, y conocer así el orden de los nucleótidos. Los métodos de secuenciación han ido evolucionando desde principios de de la década de 1970 hasta la actualidad. En estos momentos, las metodologías de secuenciación de alto rendimiento y bajo coste (p. ej., Ion Torrent, Nanopore) permiten dar respuesta a la elevada demanda de secuenciación. Así, en los últimos años se ha producido un avance espectacular en el número de secuencias de genomas bacterianos completos que se han depositado en las bases de datos (Tabla 1). Sin embargo, este número puede considerarse aún testimonial, y seguirá creciendo de manera exponencial junto con la constante aparición y mejora de nuevas tecnologías y la reducción de costes. El análisis de genomas completos no solo genera una tremenda cantidad de datos de secuencias nucleotídicas, sino también un volumen creciente de información sobre el contenido, estructura y organización genómica de cepas de cada especie, subespecie o patovar, la diversidad intraespecífica, así como datos acerca de la estructura y la función de las proteínas. El empleo de las técnicas de genómica funcional explicará el funcionamiento de los genes y los genomas, siendo una de las más usadas en la actualidad la evaluación de la expresión génica a nivel de ARN mediante secuenciación del ARNm (RNA-seq), que permite el estudio de la expresión de una inmensa colección de genes de una sola vez.


     


    Tabla 1: Cepas bacterianas con la información de su genoma disponible en la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information) y principales géneros de bacterias fitopatógenas presentes en cada grupo.


     


    
      
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Grupo de bacterias

          

          	
            Número de genomasa

          

          	
            Géneros fitopatógenos representativos

          
        


        
          	
            2011

          

          	
            2014

          

          	
             

          
        


        
          	
            Phylum X Cyanobacteria

          

          	
            54

          

          	
            91

          

          	
             

          
        


        
          	
            Phylum XI Chlorobi y XIV Bacterioidetes

          

          	
            9

          

          	
            12

          

          	
             

          
        


        
          	
            Phylum XII Proteobacteria

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            Clase Alphaproteobacteria

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            Orden Rickettsiales

          

          	
            42

          

          	
            72

          

          	
             

          
        


        
          	
            Familia Rhizobiaceae

          

          	
            11

          

          	
            43

          

          	
            Agrobacterium

          
        


        
          	
            Otros

          

          	
            173

          

          	
            477

          

          	
             

          
        


        
          	
            Clase Betaproteobacteria

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            Familia Burkholderiaceae

          

          	
            38

          

          	
            63

          

          	
            Burkholderia, Ralstonia

          
        


        
          	
            Familia Alcaligenaceae

          

          	
            6

          

          	
            30

          

          	
             

          
        


        
          	
            Familia Neisseriaceae

          

          	
            27

          

          	
            28

          

          	
             

          
        


        
          	
            Otros

          

          	
            64

          

          	
            183

          

          	
            Acidovorax

          
        


        
          	
            Clase Gammaproteobacteria

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            Familia Xanthomonadaceae

          

          	
            19

          

          	
            62

          

          	
            Xanthomonas, Xylella

          
        


        
          	
            Familia Pseudomonadaceae

          

          	
            20

          

          	
            78

          

          	
            Pseudomonas

          
        


        
          	
            Familia Vibrionaceae

          

          	
            39

          

          	
            81

          

          	
             

          
        


        
          	
            Familia Pasteurellaceae

          

          	
            22

          

          	
            45

          

          	
             

          
        


        
          	
            Otros

          

          	
            166

          

          	
            393

          

          	
             

          
        


        
          	
            Clase Deltaproteobacteria

          

          	
            57

          

          	
            132

          

          	
             

          
        


        
          	
            Clase Epsilonproteobacteria

          

          	
            36

          

          	
            67

          

          	
             

          
        


        
          	
            Otros

          

          	
            2

          

          	
            0

          

          	
             

          
        


        
          	
            Phylum XIII Firmicutes

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            Orden Bacillales

          

          	
            96

          

          	
            317

          

          	
             

          
        


        
          	
            Orden Lactobacillales

          

          	
            134

          

          	
            237

          

          	
             

          
        


        
          	
            Orden Clostridiales

          

          	
            188

          

          	
            359

          

          	
             

          
        


        
          	
            Otros

          

          	
            46

          

          	
            133

          

          	
             

          
        


        
          	
            Phylum XVI Tenericutes (Clase Mollicutes)

          

          	
            37

          

          	
            149

          

          	
            ‘Candidatus Phytoplasma’

          
        


        
          	
            Phylum XV Spirochaetes

          

          	
            39

          

          	
            78

          

          	
             

          
        


        
          	
            Phylum XXIV Chlamydiae

          

          	
            15

          

          	
            21

          

          	
             

          
        


        
          	
            Phylum XXVI Actinobacteria

          

          	
            243

          

          	
            843

          

          	
            Clavibacter

          
        


        
          	
            Otros

          

          	
            139

          

          	
            882

          

          	
             

          
        

      
    


    


    (a) Número de secuencias de microorganismos disponibles en la base de datos del NCBI (2011 y 2014).


     


    En cuanto a la genómica comparada, permite el estudio del intercambio del material genético entre organismos, y revela qué linajes están más cercanos entre sí. Es una herramienta clave para entender los procesos de transferencia horizontal de genes y la filogenia de los microorganismos.


    Recientemente, todas estas herramientas han llevado al desarrollo de nuevos estudios a nivel ambiental, creando la llamada metagenómica o genómica de comunidades de organismos, que persigue responder preguntas sobre la presencia y abundancia de ciertas clases de genes y su papel dentro de un ambiente determinado. Para ello, se realizan técnicas de secuenciación masiva de ácidos nucleicos extraídos directamente desde el ambiente. Se pueden llevar a cabo estudios taxonómicos (amplificando por ejemplo el ADNr), de actividades (enzimáticas, antimicrobianas, etc.) o de genómica comparada con otros hábitats.


     


     


    6. Diversidad, taxonomía y clasificación


     


    A partir de la filogenia procariótica se estableció un árbol filogenético universal basado en los tres Dominios que, aunque se separaron pronto en la historia evolutiva, comparten un ancestro común. Pero el patrón evolutivo de los procariotas no es lineal y con forma de árbol, puesto que cada día hay más datos que apoyan una estructura reticular con ramas entrecruzadas, e incluso se ha propuesto la existencia de una comunidad ancestral de células primitivas frente a la hipótesis del ancestro único.


    La sistemática estudia la diversidad de los organismos y las relaciones existentes entre ellos; asocia la filogenia con la taxonomía, que se ocupa de la clasificación biológica, caracterizando, nombrando y agrupando los organismos. La taxonomía bacteriana ha estado tradicionalmente centrada en la identificación, el lado práctico de la taxonomía, que se ocupa de determinar a qué taxón pertenece cada bacteria aislada. Actualmente, la explosión de información genómica disponible está permitiendo reflejar en la taxonomía bacteriana cada vez más las relaciones filogenéticas. Hoy, la taxonomía bacteriana es una taxonomía polifásica, que utiliza métodos fenotípicos, genotípicos y filogenéticos. Durante mucho tiempo, los taxónomos microbianos contaron exclusivamente con un sistema fenético, basado en las semejanzas entre las características fenotípicas. Más recientemente, también se consideraron las semejanzas genotípicas, y en la actualidad, por fin los microbiólogos ya disponen de información sobre secuencias nucleotídicas que permite abordar de forma eficaz un sistema de clasificación filogenético, basado en el desarrollo evolutivo de los procariotas. En la Figura 4 se presenta un esquema filogenético de los principales phyla de la División Bacteria.
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    Figura 4. Esquema filogenético de los principales grupos y phyla del Dominio Bacteria, señalando la ubicación de los principales géneros de bacterias fitopatógenas ([image: Cap1Fig4.tif]).


     


    En el análisis filogenético se emplean distintas estrategias, como la comparación de secuencias de genes individuales como el ARNr 16S, considerándose que bacterias con diferencias superiores al 3 % en las secuencias del mismo deben considerarse especies diferentes. Los problemas inherentes al uso de un solo gen, que no resulta válido para diferenciar especies en todos los géneros bacterianos, se pueden evitar utilizando las secuencias de varios genes (MLST), y gracias al rápido progreso de la secuenciación de genomas completos, no está lejos la posibilidad de emplear las secuencias completas de los genomas en el establecimiento de las clasificaciones filogenéticas.


    Aunque la especie es la unidad fundamental de la taxonomía, aún no existe un concepto de especie procariótica universalmente aceptado. La definición más aceptada sigue siendo la de una colección de cepas que presentan un alto grado de similitud en diferentes características independientes y estables y que difieren claramente de otros grupos de cepas. Algunos criterios que se consideran fundamentales para agrupar cepas en una misma especie son una hibridación ADN-ADN de al menos un 70 %, y una semejanza en las secuencias de ARNr 16s superiores al 97 %. Dada la dificultad práctica de la hibridación ADN-DNA y la cada vez mayor facilidad para la secuenciación de genomas completos, en los últimos años se viene utilizando para la definición de especies el análisis comparativo de la secuencia de genomas completos, o basado en la Average Nucleotide Sequence (ANI). Por definición, dos cepas con valor de ANI por encima del 95 % pertenecerán a la misma especie. El número de especies procarióticas definidas es mayor de 7.000; no obstante, es probable que existan miles o quizás cientos de miles de especies más.


    La clasificación bacteriana implica también su disposición en niveles taxonómicos jerárquicos. El rango más alto es el Dominio, todos los procariotas se encuadran en los Dominios Bacteria y Archaea (Boone et al. 2001). Dentro de cada uno los microorganismos se agrupan en rangos taxonómicos descendentes: Phylum, Clase, Orden, Familia, Género y Especie. También se emplean a veces rangos infraespecíficos. Para nombrar las especies procarióticas se emplea también el sistema binomial de Linnaeus, nombre latinizado y escrito en cursiva, formado por dos palabras, el nombre del género con la primera letra en mayúscula y el epíteto específico en minúscula. Sin embargo, en aquellas bacterias que no se han podido cultivar se antepone el epíteto Candidatus al nombre de género y especie, que no se indican en cursiva y todo va entrecomillado. La asignación de nombres de familia, género, especie y subespecie de bacterias y arqueas está regulada por el Código Internacional de Nomenclatura Bacteriana. Cuando se define una nueva familia, género, especie o subespecie procariótica, no es reconocida oficialmente hasta su publicación en las listas periódicas del International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM) tras su validación por el International Committee on Systematics of Prokaryotes (ICSP), mientras tanto aparece entre comillas, y su publicación en IJSM debe incluir una descripción detallada de las características y rangos diferenciales de la nueva especie, el nombre propuesto y el depósito en dos colecciones de cultivos microbianos. Si la nueva especie se publica en una revista distinta, la validación y aceptación formal debe solicitarse y aparecer como nombre aprobado en la lista que periódicamente se publica en el IJSEM, y que es elaborada por el ICSP, responsable de supervisar la taxonomía de bacterias y arqueas.


    Aunque no existe una clasificación “oficial” de bacterias y arqueas, el Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology (Second Edition) (Holt et al. 1994; De Vos et al. 2009; Krieg et al. 2011; Goodfellow et al. 2012) contiene el sistema de taxonomía procariótica más generalmente aceptado y seguido. La segunda edición, actualmente en vigor, consta de cinco volúmenes, empezó a publicarse en 2001 y el último volumen se publicó en 2012; esta edición ya presenta una estructura filogenética en la clasificación de los taxones procariotas (Fig. 4), y divide a los procariotas en dos Dominios y un total de 28 phyla. De cualquier forma, debe señalarse que la taxonomía procariótica sigue estando sometida a continuas revisiones y en este libro se reflejan los cambios taxonómicos que han afectado a muchas bacterias fitopatógenas, que han tenido diversos nombres a lo largo de su historia. Aunque todos los nombres científicos de los géneros, especies y subespecies bacterianas que han sido considerados válidos pueden ser utilizados y son correctos, generalmente se prefiere usar los más recientes en la literatura científica. Pueden encontrarse listas actualizadas periódicamente de los nombres de bacterias fitopatógenas aceptados en la página web de la International Society for Plant Pathology (http://www.isppweb.org/names_bacterial_revised.asp) y en la excelente lista List of prokaryotic names with standing in nomenclature (LPSN) (http://www.bacterio.net/index.html).


    En bacterias fitopatógenas, además del nombre de género y especie se usa el término patovar, que no corresponde a ninguna característica taxonómica y por lo tanto en este libro no se usa en cursiva. El patovar se usa solo en Fitopatología y se define como un grupo de bacterias que, a nivel infraespecífico, se diferencia por su patogenicidad, ya sea por mostrar una determinada gama de huéspedes, o por inducir síntomas específicos que son diferentes de los correspondientes a otros grupos de bacterias de la misma especie o subespecie (Young et al. 1992).


     


     


    7. Grupos de procariotas de relevancia fitopatológica y enfermedades asociadas


     


    Las bacterias patógenas de plantas son capaces de causar enfermedades graves en numerosos cultivos en todo el mundo. No obstante, el número de enfermedades de origen bacteriano es comparativamente inferior al de las causadas por hongos y virus fitopatógenos, aunque los daños y costes económicos atribuibles a las bacteriosis pueden ser muy elevados. Algunas bacterias fitopatógenas tienen mucha importancia, tanto por el impacto económico de las enfermedades que causan (p. ej., la podredumbre parda de la patata, el fuego bacteriano, las enfermedades causadas por Xylella, etc.), como por su relevancia en investigación microbiológica.


    El phylum más importante desde el punto de vista económico y por el elevado número de especies patógenas que agrupa es Proteobacteria (Tabla 2). En este grupo se incluyen todas las bacterias fitopatógenas Gramnegativas, como las pertenecientes a los géneros Agrobacterium, Erwinia, Pseudomonas y Xanthomonas, que tienen mucha relevancia tanto por las pérdidas que causan en cultivos estratégicos, como por los avances en su conocimiento al ser bacterias modelos en investigación: En el phylum Actinobacteria se incluyen las bacterias fitopatógenas Grampositivas, como las especies de los géneros Clavibacter y Streptomyces (Goodfellow et al. 2012). Por último, dentro del phylum Tenericutes se incluye una única clase, Mollicutes, que agrupa las bacterias sin pared y donde se incluyen los fitoplasmas o micoplasmas fitopatógenos (Krieg et al. 2011).


    En lo referente a las bacterias fitopatógenas del phylum Proteobacteria, hasta hace 25 años la mayoría de ellas estaban comprendidas en los cuatro géneros principales ya mencionados Agrobacterium, Erwinia, Pseudomonas y Xanthomonas, en los que la especificidad de huésped dictaba la clasificación y la nomenclatura a nivel de especie o de patovar. En la actualidad, ya hay descritos más de 20 géneros de bacterias Gramnegativas patógenas de plantas, todas ellas proteobacterias. De las cinco clases de Proteobacteria reconocidas actualmente, solo las clases Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria contienen taxones con patógenos de plantas (Brenner et al. 2005).


     


    Tabla 2. Situación taxonómica de los principales géneros de bacterias fitopatógenas.


     


    
      
        
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Phylum, Clase, Orden

          

          	
            Familia

          

          	
            Género

          

          	
            Especies de relevancia

          

          	
            Enfermedades de relevancia

          
        


        
          	
            Proteobacteria

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            C. Alphaproteobacteria

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            O. Rhizobiales

          

          	
            Rhizobiacea

          

          	
            Agrobacterium (Rhizobium)

          

          	
            A. tumefaciens

          

          	
            Tumores en dicotiledóneas

          
        


        
          	
             

          

          	
            Phyllobacteriaceae

          

          	
            ‘Candidatus Liberibacter’

          

          	
            ‘Ca. Liberibacter asiaticus’

          

          	
            Huanglongbing

          
        


        
          	
            O. Rhodospirillales

          

          	
            Acetobacteraceae

          

          	
            Acetobacter, Gluconobacter

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            O. Sphingomonadales

          

          	
            Sphingomonadaceae

          

          	
            Sphingomonas

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            C. Betaproteobacteria

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            O. Burkholderiales

          

          	
            Burkholderiaceae

          

          	
            Burkholderia, Ralstonia

          

          	
            R. solanacearum

          

          	
            Podredumbre parda de la patata

          
        


        
          	
             

          

          	
            Oxalobacteraceae

          

          	
            Herbaspirillum, Janthinobacterium

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
             

          

          	
            Comamonadaceae

          

          	
            Acidovorax

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
             

          

          	
            Incertae sedis

          

          	
            Xylophilus

          

          	
            X. ampelinus

          

          	
            Necrosis bacteriana de la vid

          
        


        
          	
            C. Gammaproteobacteria

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            O. Enterobacteriales

          

          	
            Enterobacteriaceae

          

          	
            Brenneria, Dickeya, Enterobacter, Erwinia, Ewingella, Lonsdalea, Pantoea, Pectobacterium, ‘Candidatus Phlomobacter’, Samsonia, Serratia

          

          	
            B. quercina


            D. dadantii, P. carotovorum


            E. amylovora

          

          	
            Chancros en leñosas


            Podredumbres blandas


            Fuego bacteriano

          
        


        
          	
            O. Pseudomonadales

          

          	
            Pseudomonadaceae

          

          	
            Pseudomonas

          

          	
            P. syringae

          

          	
            Necrosis foliares, quemas

          
        


        
          	
            O. Xanthomonadales

          

          	
            Xanthomonadaceae

          

          	
            Xanthomonas, Xylella

          

          	
            X. axonopodis, X. campestris, X. oryzae


            Xylella fastidiosa

          

          	
            Necrosis foliares, manchas, quemas


            Clorosis variegada de cítricos, decaimiento lento del olivo, enfermedad de Pierce en vid

          
        


        
          	
            Tenericutes

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            C. Mollicutes

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            O. Acholeplasmatales

          

          	
            Incertae sedis

          

          	
            ‘Candidatus Phytoplasma’

          

          	
            ‘Ca. Phytoplasma solani’


            ‘Ca. Phytoplasma vitis’

          

          	
            Madera negra de la vid, stolbur de la patata


            Flavescencia dorada

          
        


        
          	
            O. Entomoplasmatales

          

          	
            Spiroplasmataceae

          

          	
            Spiroplasma

          

          	
            S. citri

          

          	
            Stubborn de los cítricos

          
        


        
          	
            Actinobacteria

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            C. Actinobacteria

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          

          	
             

          
        


        
          	
            O. Corynebacteriales

          

          	
            Nocardiaceae

          

          	
            Rhodococcus

          

          	
            R. fascians

          

          	
            Fasciaciones de crucíferas y otras especies

          
        


        
          	
            O. Micrococcales

          

          	
            Microbacteriaceae

          

          	
            Clavibacter, Curtobacterium, Leifsonia, Rathayibacter

          

          	
            C. michiganensis subsp. sepedonicus

          

          	
            Podredumbre anular de la patata

          
        


        
          	
            O. Streptomycetales

          

          	
            Streptomycetaceae

          

          	
            Streptomyces

          

          	
            S. scabies

          

          	
            Sarna de la patata

          
        

      
    


    


     


    A la clase Alphaproteobacteria pertenecen Agrobacterium, que es un género que agrupa bacterias fitopatógenas capaz de causar tumores en plantas; otros tres géneros de bacterias fitopatógenas menos conocidos y sin mucha importancia práctica, como Acetobacter, Gluconobacter, Sphingomonas; y los agrupados en ‘Candidatus Liberibacter’, asociados a muchas graves enfermedades y a otras emergentes (Brenner et al. 2005).


    En la clase Betaproteobacteria se encuentran seis géneros: Acidovorax, Burkholderia, Ralstonia, Herbaspirillum, Janthinobacterium y Xylophilus. Los tres primeros géneros incluyen a las principales especies fitopatógenas de este grupo como son Acidovorax avenae, Burkholderia cepacia y Ralstonia solanacearum, que causan diversos síntomas como manchas foliares, marchitamientos vasculares y podredumbres en frutos y tubérculos. Además, B. cepacia es considerada un complejo de cepas que incluye también aislados clínicos. X. ampelinus produce la necrosis bacteriana de la vid (Brenner et al. 2005).


    A la clase Gammaproteobacteria pertenecen los principales géneros de bacterias fitopatógenas, que se agrupan en varias familias: Enterobacteriaceae, Erwiniaceae (antes en la familia Enterobacteriaceae), Pectobacteriaceae (antes Enterobacteriaceae), Yersinaceae (antes Enterobacteriaceae), Pseudomonadaceae y Xanthomonadaceae (Brenner et al. 2005; Adeolu et al. 2016). La familia Enterobacteriaceae incluye el género Enterobacter, y el más recientemente propuesto ‘Candidatus Phlomobacter’. La familia Erwiniaceae agrupa los géneros Erwinia y Pantoea. La familia Pectobacteriaceae reúne los géneros Brenneria, Dickeya, Pectobacterium y el posteriormente descrito Lonsdalea. La familia Yersinaceae reúne los géneros Ewingella, Serratia y Samsonia. Las familias, Pseudomonadaceae y Xanthomonadacea, incluyen a uno (Pseudomonas) y dos géneros (Xanthomonas, Xylella), respectivamente. Estos géneros agrupan a un gran número de especies que provocan diversos tipos de enfermedades, como manchas foliares y en frutos, chancros, podredumbres blandas y tumores. Los géneros Pseudomonas y Xanthomonas son especialmente complejos desde el punto de vista taxonómico, ya que agrupan a un elevado número de especies y patovares. No obstante, estudios filogenéticos recientes han propuesto reducir el número de sus especies y con ello disminuirá la complejidad taxonómica de estos géneros.


    En relación al phylum Actinobacteria, que incluye a las bacterias fitopatógenas Grampositivas, nos encontramos tres familias con representantes patógenos de plantas. Estas familias son: Microbacteriaceae, a la que pertenecen los géneros Clavibacter, Curtobacterium, Leifsonia y Rathayibacter; Streptomycetaceae, con un único género, Streptomyces; y Nocardiaceae, también con un único género, Rhodococcus. En este grupo nos encontramos géneros monoespecíficos, como Clavibacter, con una única especie (C. michiganensis) con nueve subespecies propuestas, dos de ellas, C. michiganensis subsp. michiganensis y C. michiganensis subsp. sepedonicus, responsables de importantes pérdidas en los cultivos de tomate y patata de todo el mundo. Otro género importante es el género Streptomyces, con varios cientos de especies catalogadas y una veintena de ellas patógenas de plantas, como S. scabies, agente causal de la sarna o costra de la patata.


    Finalmente, en el phylum Tenericutes, encontramos los representantes fitopatógenos de la clase Mollicutes. Se trata de los fitoplasmas, bacterias sin pared celular, no cultivables y denominados inicialmente “organismos parecidos a los micoplasmas” (mycoplasma-like organisms o MLOs). El análisis de secuencias de ADNr 16S ha revelado que los fitoplasmas constituyen un taxón coherente a nivel de género. En el clado monofilético fitoplasma se han delineado grupos y subgrupos. Hasta el momento se han descrito más de 20 especies incluidas en dos géneros: ‘Candidatus Phytoplasma’ y Spiroplasma. Los fitoplasmas están asociados a enfermedades en varios cientos de especies vegetales y con una amplia variedad de síntomas, desde un amarilleamiento hasta la muerte de la planta infectada. Generalmente habitan en el floema y son transmitidos de planta a planta por insectos que se alimentan de floema.


    Los procariotas fitopatógenos causan distintos tipos de enfermedades en las plantas hospedadoras, algunas de ellas con síntomas bastante característicos. Entre las enfermedades bacterianas más comunes podemos mencionar las manchas foliares y en frutos, cuyos síntomas más comunes son la presencia de manchas necróticas en ocasiones rodeadas de halos cloróticos, que son los más comúnmente asociados a las enfermedades causadas por Pseudomonas spp. y Xanthomonas spp. (López y Montesinos 1996).


    Otras enfermedades muy frecuentes son las conocidas como chancros o cancros, caracterizados por la invasión del floema o xilema a través de yemas o heridas, y que producen necrosis y caída de yemas (como Pseudomonas syringae), o que avanzan a través de las flores y brotes hasta las ramas y tronco (como Erwinia amylovora).


    Los marchitamientos vasculares son debidos a infecciones en el sistema vascular que bloquean el transporte de agua y minerales, y están asociados fundamentalmente a condiciones secas y calurosas. Los ejemplos más característicos son la marchitez bacteriana de las solanáceas, causada por Ralstonia solanacearum, o las enfermedades causadas por Xylella fastidiosa en un amplio rango de huéspedes como olivo, cítricos, vid y almendro, entre otros.


    Las podredumbres blandas son producidas por la invasión y crecimiento bacteriano en los espacios intercelulares, donde sintetizan enzimas pectinolíticos que maceran la lámina media y la pared celular. Necesitan condiciones húmedas y afectan principalmente a tejidos de reserva (tubérculos, bulbos), pero también pueden causar daños a otras partes de la planta como tallos y frutos. Las más extendidas son las causadas por los géneros Dickeya y Pectobacterium en distintos huéspedes, tanto hortícolas como ornamentales.


    Las conocidas como hiperplasias y malformaciones son producidas por la multiplicación excesiva y desordenada de los tejidos de la planta como consecuencia de un desequilibrio hormonal, dando lugar a tumores de cuello y raíces o ramas, que son inicialmente blandos pero que posteriormente se lignifican. Los ejemplos más característicos son Agrobacterium tumefaciens y Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi. El primero da lugar a tumores de cuello y raíz en una gran variedad de cultivos tanto herbáceos como leñosos. En el caso de P. savastanoi pv. savastanoi, los tumores se forman en ramas y tronco y dan lugar a la enfermedad conocida con el nombre de tuberculosis del olivo.


    Las roñas y costras producidas por infecciones de los tejidos más externos, y también aparecen distintos tipos de pústulas, asociadas a algunas enfermedades causadas por Streptomyces, y a especies de Xanthomonas como X. vesicatoria.


    Por último, virescencias, “escobas de bruja” y filodios, son síntomas casi exclusivos de fitoplasmas. Virescencias y filodios están asociados a flores, el primero hace referencia a que la flor mantiene los pétalos de color verde, el segundo indica la transformación de órganos florales en foliares. Las “escobas de bruja” son consecuencia de la proliferación de yemas adventicias, que al desarrollarse dan lugar a muchas ramificaciones en un solo punto. Otro síntoma característico de las enfermedades causadas por fitoplasmas es el amarilleamiento, como es el caso de la flavescencia dorada de la vid causada por ‘Ca. Phytoplasma vitis’.


    En la actualidad, la taxonomía de las bacterias fitopatógenas está en una clara fase de separación de taxones. Las clasificaciones usadas para la identificación de cepas están siendo revisadas y actualizadas usando clasificaciones filogenéticas, como resultado del aumento de los métodos filogenéticos usados en taxonomía e identificación. Para este propósito se necesita considerar la estabilidad evolutiva de los pangenomas de cada especie, en contraposición a la inestabilidad de la transferencia horizontal de genes relacionados con la virulencia, tanto de localización cromosómica como plasmídica, ya que la clasificación filogenética de las especies bacterianas debería basarse en los genes comunes presentes en todas las cepas.
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    1. Introducción


     


    Las bacterias aprovechan los recursos de la planta mediante estrategias muy diversas. Las fitobacterias saprofitas utilizan tejidos en descomposición, pero son incapaces de producir la muerte o destrucción activa de los tejidos de la planta. Las bacterias comensales viven generalmente en la superficie de ciertos órganos, aprovechando las sustancias de secreción o excreción, pero sin afectar negativamente a la planta huésped. En cambio, las bacterias fitopatógenas están altamente especializadas y son capaces de producir activamente la muerte celular y destrucción de los tejidos de la planta mediante la acción de exotoxinas o exoenzimas, o por interferencia con los procesos fisiológicos o genéticos del huésped. Las interacciones comensales, y en especial las patogénicas, son altamente específicas y están sometidas a un reconocimiento molecular y genético muy sofisticado, mientras que las interacciones saprofíticas son inespecíficas.


    La mayoría de las bacterias fitopatógenas tienen una fase residente epifita o rizofita en la que se comportan como comensales (Leben 1965; Hirano y Upper 1983), pero en determinadas condiciones ambientales o del huésped pueden infectarlo. La fase epifita del ciclo se inicia con la adhesión a la superficie de la planta, que parece ser muy específica y estar mediada por fimbrias o pili. Continúa con una multiplicación como comensal en determinadas zonas de la superficie de los órganos de la planta. En esta fase juega un papel importante la capacidad de adaptación a las condiciones ambientales mediante respuestas específicas como la formación de biopelículas (Danhorn y Fuqua 2007). El ciclo se completa con la diseminación de las bacterias por acción del lavado de la lluvia, formación de aerosoles por el viento o por insectos vectores que contaminan nuevos órganos o plantas. Bajo determinadas circunstancias como la producción de heridas o simplemente por vías naturales de entrada (lenticelas, estomas, hidatodos, etc.), las bacterias pueden superar la barrera epidérmica e interaccionar a nivel celular desde el apoplasto del tejido (Huang 1986). Una vez en el apoplasto, el reconocimiento del patógeno por parte del huésped puede desencadenar los mecanismos de defensa, que dependiendo del tipo de interacción pueden, o no, detener la infección. La diseminación en el huésped se produce como consecuencia de la invasión del tejido conductor o de los espacios intercelulares y de la capacidad de motilidad existente en la mayoría de las bacterias fitopatógenas. Esta fase del ciclo puede alternarse con la fase epifita.


     


     


    2. Proceso general de la infección bacteriana en plantas


     


    La interacción de las bacterias fitopatógenas con su huésped se inicia en muchos casos con la percepción por parte de estas de las condiciones del entorno en el que se encuentran. Este proceso es llevado a cabo a través de receptores celulares, entre los cuales destacan: a) los transportadores tipo TonB (canales proteicos en la membrana de las bacterias Gramnegativas que en respuesta a ligandos del exterior permite la entrada activa de nutrientes hacia el periplasma) (Wang et al. 2016); b) los sensores del sistema regulador de dos componentes (familia de proteínas de transducción conformado por una histidin quinasa perceptora y una proteína citoplasmática que actúa como factor de transcripción, que conforman la principal fuente de regulación génica microbiana en respuesta a las condiciones ambientales) (Groisman 2016); y c) las proteínas quimiotácticas aceptoras de grupos metilo, MCPs. Las MCPs son quimiorreceptores citosólicos o de membrana, principalmente ubicados en la zona polar de las células mótiles, que detectan un amplio espectro de ligandos y desencadenan una cascada de reacciones proteicas que generan cambios en la motilidad bacteriana (Scharf et al. 2016). La regulación de dicha motilidad mediante la percepción de compuestos puede tener implicación en los procesos de entrada de las bacterias fitopatógenas al apoplasto del tejido vegetal. En el caso de Dickeya dadantii se ha descrito la implicación del fenómeno de quimiotaxis mediada por MCPs en el proceso de invasión del tejido (Antunez-Lamas et al. 2009). Asimismo, se ha descrito que al menos dos de estos quimiorreceptores están implicados en la percepción de compuestos derivados de la planta y que su función contribuye a la virulencia (Río-Álvarez et al. 2014).


    Dependiendo de las condiciones, las bacterias pueden activar mecanismos que tienen como resultado su adhesión al tejido del huésped o su movimiento a través de la superficie del mismo. Durante el proceso de adhesión al tejido, destacan las adhesinas fimbrilares o no fimbrilares. Las primeras están constituidas por una sola proteína y se asocian principalmente con la adhesión en estadios iniciales de la infección, pero no en las posteriores de agregación celular. Este tipo de adhesinas están contenidas principalmente dentro de los autotransportadores triméricos del sistema de secreción tipo V (T5SS), así como de sustratos del sistema de secreción de dos componentes (Büttner y Bonas 2010; Benali et al. 2014). En cuanto a las adhesinas fimbrilares, incluyen el pilus tipo IV y otras proteínas asociadas. Estructuralmente están constituidas por un filamento proteico flexible con capacidad de extenderse, adherirse y retraerse en la superficie, permitiendo así el movimiento y la organización pluricelular en los procesos de patogénesis bacteriana (Dunger et al. 2016).


    En aquellos sitios en los que las bacterias se adhieren al tejido del huésped se suelen formar conglomerados pluricelulares embebidos en una matriz conformada por exopolisacáridos, proteínas, lípidos y ADN extracelular que permiten mantener a las bacterias unidas entre sí y a la superficie, conformando lo que se denominan biopelículas o biofilms. Las células que forman estos agregados bacterianos presentan diferencias celulares que claramente las distinguen de aquellas que presentan vida libre o estado planctónico. Las biopelículas actúan como estructuras de resistencia a condiciones ambientales adversas o a la presencia de antimicrobianos, y son entornos en los que se produce una elevada comunicación e intercambio genético intercelular. En géneros como Xanthomonas o Pseudomonas se ha asociado claramente su formación con el carácter patógeno de dichas bacterias (Flemming et al. 2016).


    Las biopelículas son estructuras reversibles que comienzan con la adhesión de las bacterias a la superficie vegetal, que posteriormente se agregan formando conglomerados de células. En un determinado momento, y como resultado, entre otras cosas, de la producción de compuestos surfactantes y de la expresión de genes relacionados con la motilidad, se vuelven a producir a partir de ellas bacterias en estado planctónico que se mueven hacia zonas favorables para su desarrollo, penetrando por ejemplo en el interior de la planta a través de heridas, hidatodos o estomas o diseminándose a otras plantas (Hwang-Soo y Otto 2012).


    Una vez dentro del tejido vegetal, las bacterias fitopatógenas desencadenan un conjunto de procesos dirigidos a bloquear los mecanismos de defensa de la planta y a movilizar nutrientes para su crecimiento. Todos estos procesos están mediados por proteínas efectoras, reguladores de la transcripción génica del huésped o enzimas degradadoras de la pared celular. Es de suma importancia además el papel que juega en todo ello un mecanismo de regulación de la expresión génica en respuesta a densidad poblacional denominado quorum sensing, que se debe a la secreción de pequeñas moléculas químicas que permiten una respuesta coordinada entre las células bacterianas de la población (LaSarre y Federle 2013).


    Por otro lado, desde el punto de vista del huésped, las bacterias fitopatógenas no pasan desapercibidas, sino que son detectadas como consecuencia de patrones moleculares asociados al microorganismo denominados MAMPs (Microbe-Associated Molecular Patterns), desencadenando una respuesta defensiva denominada PTI (Pathogen Triggered Immunity). Este mecanismo de defensa inicial puede ser a su vez bloqueado por el patógeno a través de efectores traslocados dentro de la célula vegetal. Como resultado del proceso coevolutivo planta-patógeno y producto de la presión selectiva ejercida por el microorganismo, las plantas han desarrollado a su vez proteínas capaces de detectar y bloquear la actividad de los efectores bacterianos en una respuesta defensiva denominada ETI (Effector Triggered Immunity). En aquellos casos en los que la ETI no tiene lugar, la planta expresa un fenotipo susceptible al patógeno, logrando así este último completar su ciclo de infección y desarrollo de la enfermedad (Jacques et al. 2016).


     


     


    3. Factores de virulencia presentes en las bacterias fitopatógenas


     


    Las bacterias fitopatógenas disponen de diversas herramientas que les permiten establecerse y multiplicarse en las plantas provocando infección, y por tanto la expresión de determinados síntomas. Algunas de estas herramientas son comunes a patógenos bacterianos de animales, pero la especialización de huésped hace que encontremos, entre estos factores, algunos que son únicos y específicos de la interacción con las plantas. Entre los factores de virulencia más estudiados y que están presentes en numerosos géneros bacterianos se encuentran los sistemas de secreción bacterianos y los efectores asociados, que incluyen factores tan importantes como las enzimas hidrolíticas que degradan la pared celular o los efectores del sistema de secreción tipo III (T3SS). La producción de toxinas y fitohormonas con una función específica de regulación de la fisiología vegetal son factores implicados en la producción de síntomas característicos de la enfermedad. Entre los denominados factores de virulencia encontramos también algunos que afectan a procesos que no solo tienen una función activa sobre la producción de síntomas, sino que colaboran en el fenómeno de adaptación y resistencia que eventualmente promueve el establecimiento de una población bacteriana colonizadora del tejido. Este es el caso de los factores implicados en adherencia y formación de biopelículas o de aquellos implicados en la comunicación intercelular. A continuación, se presentan estos factores de forma más detallada.


     


    3.1. Sistemas de secreción bacterianos y efectores asociados


     


    Tal y como se describe en el apartado anterior, las bacterias han desarrollado multitud de mecanismos que les permiten colonizar el huésped, siendo un elemento esencial en estas estrategias la secreción de proteínas a través de sus membranas. Este proceso se produce por la acción de diversos sistemas de secreción que traslocan los factores de virulencia al ambiente extracelular del huésped, al citosol o a otros compartimentos de la célula vegetal. Por otro lado, los sistemas de secreción también pueden servir para que la bacteria pueda competir con otros microorganismos, así como para traslocar material genético que pueda influir en la evolución de la virulencia (Green y Mecsas 2016). En las bacterias fitopatógenas se han descrito al menos siete sistemas de secreción que están relacionados con la patogénesis (Fig. 1).
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    Figura 1. Sistemas de secreción en bacterias fitopatógenas y mecanismos asociados con su virulencia. En la parte superior se describe la célula vegetal del huésped sometida a los diferentes sistemas de secreción de la bacteria fitopatógena, en la que se indican las reacciones de defensa de dicha célula vegetal mediadas por efectores del sistema T3SS. En la parte inferior se indica el proceso de colonización del huésped y formación de biopelículas de las bacterias fitopatógenas, así como la invasión del apoplasto en el tejido vegetal.


     


    3.1.1. T1SS


    Está constituido por un transportador tipo ABC conformado por dos dominios transmembrana asociados a la especificidad de la proteína a traslocar, así como por dos dominios citoplasmáticos. El transportador ABC se encuentra en la membrana citoplasmática asociada a una proteína de fusión a membrana que contiene un dominio citosólico. Al unirse la proteína a traslocar, la proteína de fusión recluta a un factor proteico de la familia de proteínas de la membrana externa (TolC). La subsecuente unión e hidrólisis del ATP por parte del transportador ABC genera una serie de cambios conformacionales que dan lugar a un canal proteico que permite el paso de proteínas no plegadas con tamaños que van desde menos de 10 kDa hasta 1.000 kDa. Las proteínas traslocadas a través del T1SS presentan diversas funciones, entre las cuales destacan los péptidos con actividad antimicrobiana, adhesinas y otros factores de virulencia. Se ha observado en bacterias de los géneros Dickeya y Pectobacterium la traslocación de proteínas de la familia RTX con actividades adenilato ciclasa, proteasa y lipasa asociadas a la virulencia, así como muchas otras proteínas de la misma familia que pueden estar asociadas con la unión del patógeno a la célula vegetal (Chang et al. 2014).


     


    3.1.2. Sistema de secreción tipo II (T2SS)


    Este sistema se encuentra ampliamente conservado en las bacterias Gramnegativas y permite transportar proteínas plegadas desde el periplasma, transportadas previamente desde el citoplasma, a través de los sistemas Sec o Tat (Green y Mecsas 2016), hacia el exterior de la célula. El T2SS está compuesto por entre 12 y 15 proteínas, que están conformadas por cuatro subestructuras; una ATPasa citosólica que dota de energía al sistema; una plataforma proteica anclada a la membrana interna o citoplasmática, la cual une a las cuatro subestructuras; una estructura de tipo pili ubicada en el periplasma; y el complejo proteico de la membrana externa, llamado también secretina, que forma el canal por el cual se da la secreción. La actividad de la ATPasa permite la polimerización del grupo de pilinas que conforman el pseudopilus periplásmico, el cual se cree que podría ser el encargado de empujar la proteína desde el periplasma a través de la secretina (Nivaskumar y Francetic 2014). Este sistema secreta un amplio número de sustratos, algunos de los cuales pueden contribuir a la virulencia de la bacteria y por lo general estos corresponden a enzimas de tipo proteasas, lipasas, y fosfatasas, así como a muchas proteínas que hidrolizan carbohidratos de la pared celular vegetal (Green y Mecsas 2016). En diversas especies de los géneros Dickeya, Erwinia, Pectobacterium, Pseudomonas, Ralstonia y Xanthomonas, la secreción de enzimas hidrolíticas determina la patogenicidad de los mismos, siendo las responsables fundamentales de los síntomas que producen. Las cepas de algunos géneros bacterianos como Dickeya y Xanthomonas presentan dos grupos génicos distintos que codifican para dos T2SS diferentes, de los cuales solamente uno se ha relacionado con patogénesis (Chang et al. 2014).


     


    3.1.3. T3SS


    Este sistema es uno de los principales factores de virulencia descrito en bacterias Gramnegativas. El T3SS, cuyo origen evolutivo es compartido con el del flagelo bacteriano, se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, y está especializado en la transferencia de proteínas efectoras hacia el citoplasma o la membrana plasmática de la célula huésped. Una vez dentro, estos efectores modulan o minan diversas funciones celulares específicas, provocando la colonización e invasión bacteriana (Costa et al. 2015).


    Este sistema secretor se encuentra codificado en un cluster génico denominado hrp, compuesto por más de 20 genes organizados en diferentes unidades transcripcionales (Büttner y Bonas 2010). Nueve de los componentes del T3SS identificados se encuentran conservados tanto en patógenos de plantas como de animales. Son los denominados genes hrc, que conforman el aparato secretor que se sitúa en las membranas interna y externa, dando lugar a estructuras proteicas con forma de anillo que están presumiblemente conectadas entre sí mediante un canal periplásmico cilíndrico. Esta estructura conforma el cuerpo basal del T3SS, que se encuentra asociado a un pilus extracelular que forma en su extremo un traslocón, que permite la interacción íntima de la bacteria con la membrana plasmática de la célula del huésped. La energía requerida tanto para el acoplamiento del sistema como para el despliegue de los sustratos, es probablemente provista por una ATPasa asociada al cuerpo basal del T3SS en su extremo citoplasmático (Büttner 2012).


    Las proteínas que viajan a través de este sistema de secreción se denominan efectores del T3SS. La función de estos efectores se relaciona con la superación de las barreras preexistentes o inducibles que la planta posee. El número de efectores en Pseudomonas syringae varía entre cepas, pasando de 9 en P. syringae pv. japonica MAFF301072PT (Baltrus et al. 2011) hasta 36 en P. syringae pv. tomato (Pto) DC3000 (Schechter et al. 2006; Kvitko et al. 2009). En el caso de cepas del género Xanthomonas se encuentran genes correspondientes a 20-25 familias de efectores, existiendo por tanto menos variabilidad en el complemento de estas proteínas entre cepas (Bogdanove et al. 2011). Ralstonia solanacearum presenta el mayor número de efectores, con entre 60 y 75 por cepa (Genin y Denny 2012). En el caso de Erwinia amylovora, todas las cepas secuenciadas presentan homólogos de las cinco familias de efectores conocidas en este género (Zhao y Qi 2011). La clasificación definitiva de estas proteínas como efectores, se basa fundamentalmente en la comprobación de su traslocación a través del T3SS al interior de la célula vegetal, aunque la función concreta de cada uno de ellos en relación a la interferencia con los mecanismos de defensa de la planta es aún desconocida para la mayoría. La colección de efectores disponible en una bacteria fitopatógena se propone como uno de los factores determinantes de su rango de huésped.


     


    3.1.4. T4SS


    Este sistema se encuentra tanto en bacterias Gramnegativas como en Grampositivas y permite la traslocación, de ADN o bien de proteínas, hacia el citoplasma de células procariotas o eucariotas. El T4SS está principalmente implicado en la conjugación de plásmidos, por lo que tiene un papel primordial en la transferencia de genes de resistencia a antibióticos (Costa et al. 2015). Se han descrito varios tipos de T4SS, de los cuales el más caracterizado es el denominado VirB/VirD4, codificado en el plásmido Ti de Agrobacterium tumefaciens. Este sistema de secreción está formado por 11 proteínas denominadas VirB1-VirB11 junto con la proteína VirD4. Dentro de estas, las proteínas VirB3, VirB6-VirB10 conforman la estructura base del sistema, así como el aparato de traslocación, mientras que VirB2 y VirB5 forman el pilus extracelular y VirB1, con actividad lítica, degrada el peptidoglicano y es requerido también para el ensamble del pilus. La energía del sistema es provista por las ATPasas VirB4, VirB11 y VirD4 (Chandran Darbari y Waksman 2015). Además del sistema previamente mencionado, en bacterias fitopatógenas también se han descrito otros sistemas de secreción asociados principalmente con la transferencia horizontal de material genético, este es el caso del T4SS denominado tfc, presente en algunas especies del género Xanthomonas (Garita-Cambronero et al. 2017).


    La traslocación de efectores a través del T4SS al citosol de las células del huésped ha sido estudiada principalmente en bacterias Gramnegativas. En bacterias que se asocian con plantas se ha identificado una serie de efectores del sistema VirB/D4 relacionados con la virulencia. Son las proteínas VirE2, VirE3, VirF y VirD5, las cuales en A. tumefaciens están directamente relacionadas con la formación de tumores (Christie et al. 2005). En otras bacterias fitopatógenas como Xanthomonas citri subsp. citri, se ha determinado una represión de la expresión de los genes asociados a su T4SS una vez la bacteria entra en contacto con su huésped, lo cual podría indicar que este sistema no está relacionado con el desarrollo de la enfermedad (Jacob et al. 2014). En X. campestris, la expresión de T4SS se induce principalmente en condiciones de resistencia a níquel, peróxido de hidrógeno y fenol (Guo-Feng et al. 2015).


     


    3.1.5. T5SS


    También conocido como sistema de autotransporte, se divide en al menos 5 subtipos (T5aSS-T5eSS), según su estructura y el mecanismo de secreción empleado. El T5SS presenta como característica única que las proteínas secretadas contienen tres o cuatro dominios, así como una estructura de tipo hélice β con giro hacia la derecha. Los dominios corresponden al dominio transportador en el extremo C-terminal, el dominio de unión, el dominio pasajero que contiene el dominio funcional de la proteína autotransportada, y en algunos casos el dominio proteasa que escinde la proteína una vez esta haya atravesado el poro de la membrana externa. Además, dado que estas proteínas atraviesan la membrana interna a través del sistema Sec, presentan un dominio señal, el cual se escinde una vez estas se encuentran en el periplasma. Las proteínas secretadas por el T5SS presentan diversas funciones tales como serin-proteasas, lipasas, citotoxinas y adhesinas, las cuales tienen influencia directa en el crecimiento poblacional, agregación, formación de biopelículas y virulencia. Este sistema de secreción también se ha visto asociado con la competencia interespecífica, ya que secreta toxinas cuyas dianas son otras especies bacterianas (Green y Mecsas 2016).


    En lo que respecta al T5SS en bacterias fitopatógenas, este sistema junto con el T6SS es de los menos estudiados. Gracias al análisis genómico, se han podido identificar potenciales T5SS, pero no se ha detectado ninguna proteína secretada que tenga un papel directo en la virulencia sobre un huésped vegetal, siendo caracterizadas principalmente como adhesinas. Este tipo de proteínas han sido predichas y en algunos casos estudiadas en diversas especies fitopatógenas tales como D. dadantii, Xanthomonas spp. y Xylella fastidiosa. Ejemplos de estos casos son la proteína XatA de X. fastidiosa, que sirve como adhesina necesaria para la agregación celular. También se ha descrito una adhesina que se asocia en D. dadantii a la adhesión de la bacteria sobre los tejidos vegetales, así como con la muerte de las células del huésped y de otras células bacterianas. Esta última función está posiblemente relacionada con la presencia de un dominio con homología para una colicina E3 citotóxica presente en su extremo N-terminal (Chang et al. 2014).


     


    3.1.6. T6SS


    Su función es traslocar efectores tóxicos dentro de células procariotas y eucariotas. El T6SS está compuesto por un complejo conservado de 13 proteínas, así como una serie de componentes accesorios, que se encuentran codificados generalmente en islas de patogenicidad, cuya expresión aumenta al entrar la bacteria en contacto con otras células (Costa et al. 2015). Los componentes esenciales se localizan en un grupo génico denominado tssA-tssM. Estructuralmente, las proteínas TssJ/L/M conforman un complejo proteico con una estructura tubular conformada por Hcp, envuelta en complejos multiproteicos formados por TssV/C, que atraviesa la membrana y contiene en su punta una estructura en forma de aguja formada por la proteína VrgG. La proteína TssK une el complejo de la membrana con el sistema que conforma la estructura tubular. La retracción de la estructura proteica produce la eyección de la estructura tubular con su punta en forma de pico, la cual atraviesa la pared celular y la membrana de las células diana, liberando a VrgG en el interior de las mismas y generando una apertura por la cual se pueden traslocar otras proteínas efectoras. Los T6SS presentan diversas funciones, tales como actuar contra la pared celular y la membrana de las células diana, y muchos se encuentran codificados en conjunto con una proteína que confiere a la célula bacteriana inmunidad frente al efector evitando la auto-toxicidad (Green y Mecsas 2016).


    En relación con las bacterias fitopatógenas, los estudios sobre T6SS se encuentran en etapas muy iniciales, y se basan principalmente en el hallazgo de genes homólogos y de sus efectores a través de estudios de genómica comparativa. Es así como ha sido detectado en bacterias de los géneros Agrobacterium, Pectobacterium, Pseudomonas, Ralstonia y Xanthomonas. Algunos estudios basados en la mutación de los componentes del T6SS han generado una amplia variedad de respuestas fenotípicas, que van desde un efecto nulo en la virulencia en Pseudomonas y Ralstonia, una reducción moderada de la virulencia en Agrobacterium y Pectobacterium, y hasta un aumento marcado de la virulencia de la bacteria en tubérculos de patata en el caso de Pectobacterium atrosepticum (Chang et al. 2014).


     


    3.1.7. T7SS


    Este sistema de secreción es propio de bacterias Grampositivas. Existen al menos cinco tipos diferentes del sistema (ESX-1-5) que comparten un número reducido de componentes conservados. No se ha determinado su estructura más que por predicciones y modelos computacionales. La caracterización del sistema ESX-4 ha permitido sugerir que el T7SS es un sistema de secreción de dos pasos y que trasloca proteínas principalmente de dos grupos, las proteínas de las familias WXG100 y PE/PPE, ambas reconocidas por el T7SS gracias a la señal de secreción YxxD/E presente en el extremo C-terminal. Este sistema ha sido caracterizado en la bacteria fitopatógena Streptomyces scabies, pero no presenta, según las predicciones genómicas, todos los componentes que serían esenciales para su funcionamiento. Sin embargo, su implicación en virulencia es controvertida, ya que la deleción de estos genes, tanto los estructurales como las potenciales proteínas secretadas, no genera un efecto sobre la virulencia (Chang et al. 2014).


     


    3.2. Toxinas


     


    Las bacterias fitopatógenas pueden producir y secretar sustancias que son tóxicas para plantas y para otros microorganismos a muy bajas concentraciones (Bender et al. 1999; Duke y Dayan 2011; Bignell et al. 2014). No es fácil establecer una clasificación de las toxinas, ya que generalmente solo tienen en común que son fitotóxicas, mostrando estructuras, modos de acción, dianas y genes biosintéticos muy dispares (Duke y Dayan 2011).


    Un grupo particular son las toxinas antimetabolito, que son análogos estructurales de metabolitos y que inhiben las enzimas que los utilizan como sustrato, interfiriendo con el normal metabolismo de la célula (Arrebola et al. 2011). Por ejemplo, la faseolotoxina y mangotoxina (producidas por diversos patovares de P. syringae) inhiben enzimas clave de la ruta de biosíntesis de arginina; la 4-clorotreonina (Streptomyces sp. y P. syringae pv. syringae) inhibe el metabolismo de diversos aminoácidos y puede estar libre o formar parte de otras toxinas (Yoshida et al. 1994); y la 6-tioguanina (E. amylovora, E. pyrifoliae, E. persicina y E. rhapontici) interfiere con el metabolismo y funciones del ADN (Coyne et al. 2013).


    En muchos casos el papel de las toxinas en el ciclo de vida de las bacterias fitopatógenas es incierto, aunque se les puede atribuir un primer papel en la eliminación de competidores por los recursos ambientales al inhibir el crecimiento de otros microorganismos. Hay un buen número de toxinas que son importantes factores de virulencia, como por ejemplo las zeaminas (Dickeya zeae) (Zhou et al. 2011); albicidina (Xanthomonas albilineans) (Zhang et al. 1999); toxoflavina (Burkholderia glumae) (Ham et al. 2011); syringomicinas y syringopeptinas (P. syringae pv. syringae) (Bender et al. 1999); o la mangotoxina (P. syringae pv. syringae) (Arrebola et al. 2009), entre otras. La coronatina y compuestos relacionados, producidos por patovares de P. syringae, X. campestris pv. phormiicola y S. scabies (Bender et al. 1999; Bignell et al. 2014), son análogos estructurales y funcionales del ácido jasmónico e incrementan la virulencia por diversas vías, incluyendo la reapertura de estomas tras la interacción del patógeno con la planta (Geng et al. 2014; Arnaud y Hwang 2015). Igualmente, el péptido cíclico syringolina A (P. syringae pv. syringae) inhibe el cierre de estomas y facilita la colonización de heridas al suprimir la respuesta inmune de la planta bloqueando las señales mediadas por ácido salicílico y promover el crecimiento bacteriano in planta (Misas-Villamil et al. 2013). Un caso especial son los dipéptidos cíclicos thaxtominas, que son esenciales para la producción de enfermedad por diversas especies de Streptomyces (Bignell et al. 2014). Por último, diversas fitotoxinas o sus análogos pueden tener interés biotecnológico, como 6-tioguanina, con actividad anticancerígena (Vora et al. 2006), o glufosinato, un análogo de tabtoxina (P. syringae pv. tabaci), que es un potente herbicida (Arrebola et al. 2011; Duke y Dayan 2011).


     


    3.3. Fitohormonas


     


    Las bacterias patógenas de plantas también pueden producir fitohormonas reguladoras del crecimiento vegetal, similares a las producidas por las propias plantas, o alternativamente pueden producir sustancias que simulen o retarden la producción de fitohormonas o de los inhibidores del crecimiento vegetal. Las fitohormonas vegetales más relevantes producidas por bacterias fitopatógenas y sus efectos se discuten a continuación.


     


    3.3.1. Auxinas


    El ácido indol-3-acético (IAA) es la auxina más importante que se pueda encontrar en la naturaleza y está relacionada con prácticamente todos los aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas. Además, existen otras auxinas como el ácido 3-indol-butírico y el ácido fenilacético que, a pesar de su importancia como fitohormonas, han sido menos estudiadas y su papel en el desarrollo vegetal aún no ha sido totalmente caracterizado (Spaepen 2015).


    Tres de las seis rutas por las cuales se puede producir IAA han sido identificadas en bacterias asociadas a plantas, siendo dos de ellas las más comunes. La primera ruta, a través de la indol-3-acetamida, es la más frecuente en bacterias fitopatógenas, y la segunda, a través del intermediario indol-3-piruvato, es la más común en bacterias beneficiosas asociadas a plantas. Es importante mencionar, además, que se han descrito bacterias asociadas a plantas en las que se ha determinado la presencia de los genes codificantes para más de una ruta metabólica de síntesis del IAA (Spaepen 2015; Shigenaga y Argueso 2016).


    De entre las bacterias fitopatógenas, las rutas de biosíntesis de IAA se identificaron originalmente en bacterias inductoras de tumores en plantas. A. tumefaciens, A. rhizogenes, P. syringae y Pantoea agglomerans pv. gypsophilae poseen la vía de la indol-3-acetamida, para la cual al parecer comparten un origen evolutivo común (Morris 1995).


    En todas estas bacterias, el IAA está implicado en los procesos de patogénesis, sin embargo, el papel del IAA en la formación de tumores difiere de unas a otras. La formación de tumores inducidos por A. tumefaciens implica la transferencia del ADN-T localizado en el plásmido Ti de la bacteria al genoma de la planta huésped. El ADN-T transferido, contiene los genes iaaM e iaaH, así como los genes implicados en la biosíntesis de citoquininas (Zambryski 1992; Zupan et al, 2000). La eliminación de los genes de la biosíntesis de fitohormonas del plásmido Ti de Agrobacterium suprime la inducción tumoral, lo que demuestra que el IAA y las citoquininas son esenciales para su formación (Aloni et al. 1995). Por otro lado, la formación de tumores por P. agglomerans pv. gypsophilae o por P. savastanoi pv. savastanoi y pv. nerii sigue un mecanismo completamente diferente e independiente de la transferencia de ADN a las células del huésped. En el caso de P. agglomerans, solo son fitopatógenas las cepas que presentan los genes necesarios para la producción de IAA a partir de indol-3-acetamida en el plásmido pPATHPag (Clark et al. 1993; Brandl y Lindow 1996; Manulis et al. 1998). Mutaciones en estos genes tienen como consecuencia una reducción sustancial del tamaño del tumor, pero no eliminan el inicio de su formación (Clark et al. 1993; Manulis et al. 1998). En el caso de P. savastanoi pv. nerii, la localización de los genes iaaM e iaaH es mayoritariamente plasmídica, mientras que en P. savastanoi pv. savastanoi estos genes se encuentran duplicados y su localización es mayoritariamente cromosómica (Aragón et al. 2014). En ambos patovares, la inducción de la formación de tumores es totalmente dependiente de la biosíntesis de IAA (Aragón et al. 2014; Spaepen 2015).


    Muchas bacterias fitopatógenas no inductoras de tumores, como por ejemplo la mayoría de los patovares de P. syringae, también sintetizan IAA (Glickmann et al. 1998; Buell et al. 2003; McClerklin et al. 2018), aunque el papel de esta hormona en el desarrollo de las enfermedades inducidas por este complejo de bacterias no está claro. En R. solanacearum se ha establecido un vínculo entre el T3SS y la producción de fitohormonas, mediado por el regulador HrpG (Valls et al. 2006), que además de participar en la regulación del T3SS, también lo hace sobre la expresión de otros determinantes de virulencia y genes, posiblemente implicados en la adaptación al huésped, como los de biosíntesis de IAA y etileno. En D. dadantii, también se ha demostrado el papel del IAA en la biosíntesis del T3SS y de varias exoenzimas (Yang et al. 2008). En P. syringae pv. tomato y P. savastanoi pv. savastanoi y pv. nerii, la presencia de un promotor funcional dependiente del regulador general del T3SS HrpL, en dirección 5’ del gen iaaL, cuyo papel en la biosíntesis de IAA-lisina se ha demostrado en P. savastanoi pv. nerii, apoya aún más el papel del IAA en virulencia (Fouts et al. 2002). En P. syringae pv. tomato, se ha descrito la participación del gen iaaL en su aptitud ecológica, colonización de la planta y virulencia, así como en la activación del metabolismo secundario de la planta durante la infección (Castillo-Lizardo et al. 2015). Por último, en P. syringae pv. syringae, el IAA está implicado en la biosíntesis de la toxina syringomicina, que incrementa la virulencia de este patógeno en frutales (Xu y Gross 1988a,b). Todos estos resultados proporcionan una visión integrada de la patogénesis bacteriana, que se completa con el número creciente de evidencias que apuntan hacía el papel del IAA en la modulación de las respuestas de defensa de las plantas.


     


    3.3.2. Citoquininas


    Estos compuestos son considerados inductores y reguladores del crecimiento vegetal al promover la división celular y la diferenciación de las células en los tejidos meristemáticos. Las citoquininas son compuestos derivados de la adenina que contienen un grupo isoprenoide o aromático en la posición N6. Un ejemplo de estos compuestos es la zeatina, la citoquinina más abundante en la naturaleza (Schaller et al. 2015).


    La producción de citoquininas y su efecto en la patogénesis en A. tumefaciens, ha sido muy estudiado, y el plásmido Ti contiene los genes tmr y tzs que, junto con los genes asociados a la producción de auxinas, descritos previamente, son los que desencadenan la formación de tumores. El proceso de inducción tumoral se debe principalmente a la reprogramación transcripcional inducida por el producto de estos genes al interaccionar con los receptores de citoquinas de la planta (receptores AHK3 y AHK4), que determina que las células del huésped sean más receptivas a la infección bacteriana (Spallek et al. 2018). Este tipo de reprogramación también ha sido observada en el caso de Rhodococcus fascians, que genera tumores en distintos órganos de su huésped, y está mediada por la actividad de seis genes productores de citoquinas contenidos en el operón fas (Pertry et al. 2010). La presencia de genes involucrados en la biosíntesis de citoquininas también ha sido descrita en distintos patovares del complejo P. syringae (Caballo-Ponce et al. 2017), y se ha demostrado que la producción de estas hormonas es indispensable para la producción de tumores en olivo por P. savastanoi pv. savastanoi (Pintado 2014; Añorga 2017).


    En el caso de las citoquinas, no solamente las producidas por las bacterias alteran el metabolismo de la planta, sino que este proceso se puede dar también en sentido contrario, generando un proceso de intercambio de señales entre ambos reinos biológicos. En X. campestris, la percepción de las citoquinas vegetales por parte del receptor bacteriano PcrK desencadena una mayor tolerancia al estrés oxidativo y aumenta la expresión de 56 genes, que incluyen factores de virulencia, indicando que la percepción de citoquinas vegetales por la bacteria puede contribuir a la respuesta bacteriana ante la defensa del huésped durante la infección. Estos procesos son un ejemplo más de la coevolución de los organismos participantes en las interacciones huésped-patógeno (Kabbara et al. 2018).


     


    3.3.3. Giberelinas


    Representan un amplio grupo de más de 100 tipos clasificadas como diterpenoides tetracíclicos, que tienen como estructura básica el ent-gibereleno. Las giberelinas se dividen en dos grandes grupos, aquellas cuyas estructuras contienen 20 átomos de carbono y aquellas que han perdido uno de estos y en cambio muestran una lactona. En la planta, las giberelinas están asociadas con procesos del desarrollo, tales como la división celular y la elongación durante todas las etapas fenológicas. En bacterias, se ha detectado la presencia de giberelinas en los sobrenadantes de los cultivos, pero la caracterización de su biosíntesis está menos estudiada que en plantas y hongos. Las giberelinas han sido detectadas y estudiadas principalmente en bacterias promotoras de crecimiento. Sin embargo, también han sido asociadas con las bacterias patógenas, ya que pueden actuar como un factor de virulencia al suprimir la biosíntesis del ácido jasmónico en la planta, comprometiendo así la respuesta de defensa del huésped, tal como se ha demostrado en Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Salazar-Cerezo et al. 2018).


     


    3.3.4. Etileno


    Esta hormona vegetal está involucrada en diversos procesos fisiológicos y del desarrollo de la planta, tales como la germinación, expansión celular, senescencia, abscisión y maduración. Además, está también involucrada en la defensa de la planta contra la infección por patógenos o frente a condiciones de estrés abiótico. La producción de etileno ha sido descrita en diversos microorganismos, principalmente en bacterias fitopatógenas tales como especies de Erwinia, Pseudomonas y Xanthomonas y a través de dos rutas biosintéticas que son diferentes a las utilizadas por las plantas. La comprensión de estas rutas metabólicas y su papel en el desarrollo de la enfermedad sigue sin estar claro, pero se considera que el etileno bacteriano puede contribuir a la virulencia a través de la inducción de desbalances hormonales en las plantas huésped (Gamalero y Glick 2015).


     


    3.4. Factores asociados a la adherencia al tejido vegetal, la agregación bacteriana y la formación de biopelículas en bacterias fitopatógenas


     


    Las bacterias fitopatógenas en general, producen gran cantidad de polisacáridos, estructurales o extracelulares, que pueden estar formados por un solo tipo de carbohidrato o por complejos de varios azúcares ordenados en unidades repetidas. Entre otras funciones, estos polisacáridos actúan induciendo o suprimiendo las defensas de la planta, así como bloqueando su sistema vascular. Los de mayor relevancia son los exopolisacáridos (EPS) y los lipopolisacáridos (LPS), los cuales se describen a continuación.


     


    3.4.1. Exopolisacáridos


    Juegan un papel muy importante en la supervivencia de las bacterias durante su etapa epifita, facilitando su resistencia a condiciones adversas tales como la desecación y el estrés osmótico. Los EPS son esenciales, por ejemplo, en bacterias de los grupos Xanthomonas y el complejo P. syringae (Jacques et al. 2016). En estas, diversos EPSs, como xanthano, levano y alginato, juegan un papel importante en la adhesión a la superficie vegetal y en el desarrollo inicial de la infección. Además, permiten a la bacteria evadir el sistema inmune de la planta, posiblemente interfiriendo con la señalización mediada por calcio durante esta respuesta (Pfeilmeier et al. 2016).


    El papel de estos polisacáridos en la patogénesis ha sido demostrado funcionalmente en especies de Xanthomonas y Pseudomonas. En Xanthomonas, es especialmente importante el EPS xanthano, cuya biosíntesis depende de 12 genes que conforman el operón gum. La mutación de gumB elimina por completo la formación de xanthano, generando una menor adhesión de la bacteria a la planta y a superficies inertes, así como una drástica disminución de la capacidad de generar biopelículas complejas y de la virulencia bacteriana (Rigano et al. 2007). Por su parte, el gen responsable de la biosíntesis de levano de P. syringae pv. syringae se expresa mucho más cuando la bacteria se encuentra en el apoplasto que cuando está sobre la superficie foliar, lo que sugiere un papel adicional de este EPS en la inhibición de la respuesta inmune. Además, también se ha sugerido que la bacteria podría utilizar el levano como una reserva de nutrientes, para contribuir a las últimas etapas de biosíntesis de biopelículas maduras y así poder continuar con el proceso infectivo (Pfeilmeier et al. 2016).


     


    3.4.2. Lipopolisacáridos


    Son componentes estructurales de la membrana externa de las bacterias Gramnegativas. Están conformados por una región lipofílica, el lípido A, unido a la membrana, que a su vez se une a una estructura conservada de sacáridos hidrofílicos, y finalmente una zona hipervariable formada por unidades del antígeno O. Las plantas pueden detectar la presencia de estos compuestos, por lo que son considerados como PAMPs o MAMPs (Pathogen or Microbial-Associated Molecular Patterns) (Ranf et al. 2016). En general, se considera que los LPS juegan un papel primordial en la patogénesis y proveen a la bacteria de una barrera de permeabilidad contra moléculas deletéreas, como antibióticos y péptidos antimicrobianos (Maldonado et al. 2016). Además, se ha demostrado su función protectora ante condiciones ambientales, como el estrés oxidativo en D. dadantii (Reverchon et al. 2016), y su contribución a la motilidad tipo swimming y swarming en E. amylovora y P. atrosepticum (Maldonado et al. 2016).


    La relación entre el LPS y la virulencia bacteriana ha sido estudiada y caracterizada funcionalmente en especies del género Xanthomonas. Se ha determinado que su biosíntesis está asociada a 15 genes, cuya variabilidad en secuencia entre las diferentes especies del género se asocia a la gama de huésped de las mismas (Vorhölter et al. 2001). La pérdida de función de los genes wzt y rfb303 en X. citri genera un fenotipo muy sensible ante agentes antimicrobianos como el peróxido de hidrógeno o detergentes, una menor adhesión a la hoja, menor capacidad para formar biopelículas y una virulencia reducida (Erbs y Newman 2012).


     


    3.4.3. Adhesinas


    Las proteínas superficiales de la célula bacteriana, juegan un papel muy importante en la adhesión y colonización. Una vez sintetizadas son traslocadas a la membrana externa celular, o bien son liberadas al medio a través de procesos no activos tales como la lisis celular. En bacterias fitopatógenas Gramnegativas, solamente se han asociado a la secreción de adhesinas el T1SS y el T5SS. Estas proteínas se pueden dividir en dos tipos, adhesinas fimbrilares y no fimbrilares (Büttner y Bonas 2010; Chagnot et al. 2013; Berne et al. 2015).


    Las adhesinas fimbrilares, conocidas como pili o fimbrias, se extienden desde la superficie de la célula bacteriana formando filamentos compuestos principalmente por una sola proteína denominada pilina. El tipo más extendido entre las diversas especies bacterianas Gramnegativas es el pilus tipo IV. Además de en la adherencia, esta estructura también participa en otros procesos como la motilidad tipo twitching, formación de microcolonias y biopelículas, señalización celular y captación de ADN proveniente de la transformación natural o la unión de bacteriófagos. El pilus tipo IV es considerado en sí mismo un factor de virulencia, ya que su disrupción se suele asociar con una reducción de la virulencia en bacterias Gramnegativas (Craig et al. 2004).


    Estructuralmente, los pili o fimbrias están conformadas por miles de unidades de pilina que crean filamentos delgados, largos (varios micrómetros), flexibles y extremadamente fuertes. Los componentes mínimos necesarios para que se genere esta estructura macromolecular son las proteínas codificadas por los genes pilA, pilB, pilC, pilD, pilQ y pilT. El filamento se conforma por subunidades de PilA, las cuales se sintetizan como prepilinas que son cortadas en su extremo N-terminal por PilD. Las subunidades de PilA son ensambladas por la proteína de la membrana plasmática PilC, formando así un filamento que es conducido al exterior de la célula por medio de la secretina PilQ. Por último, las proteínas PilB y PilT se encargan del ensamblaje y desensamblaje del filamento, dando lugar a la extensión y retracción del pilus, respectivamente (Burdman et al. 2011).


    El pilus tipo IV se ha estudiado principalmente en patógenos de humanos. Por su parte, en bacterias fitopatógenas existen dos tipos de este pilus; el tipo IVa es el que está presente en las bacterias Gramnegativas y ha sido estudiado fundamentalmente en los géneros Xanthomonas y Xylella. En X. citri subsp. citri, las mutaciones en pilA, pilB, pilZ y fimZ conducen a la incapacidad de producir biopelículas, así como a una notable reducción en la adherencia a la superficie foliar y una reducción en la virulencia. Sin embargo, estos mutantes al ser infiltrados en el apoplasto presentan una virulencia semejante a la de la cepa silvestre, por lo que se considera que el papel del pilus tipo IV es primordial durante las etapas más iniciales del ciclo infectivo (Dunger et al. 2016). En X. fastidiosa y R. solanacearum también se ha corroborado la necesidad de esta estructura para la virulencia del patógeno (Kang et al. 2002; Feil et al. 2006).


    Las adhesinas no fimbrilares están conformadas por una sola proteína y también juegan un importante papel en los procesos de adhesión al huésped. Se ha propuesto que actúan solamente durante las etapas de adhesión a la superficie del huésped, pero no durante los procesos de agregación bacteriana. Son secretadas principalmente a través del T5SS (Das et al. 2009; Büttner y Bonas 2010), aunque algunas, como la adhesina MRP de P. atrosepticum, son secretadas por el T1SS (Berne et al. 2015). Igualmente, se ha demostrado su relación directa con la virulencia. Por ejemplo, la adhesina FhaB de X. campestris es sobreexpresada cuando el patógeno entra en contacto con la superficie foliar y las cepas que no expresan esta proteína son incapaces de adherirse a esta superficie, siendo mucho menos virulentas que la cepa silvestre. En el caso de X. fastidiosa, los genes xadA1 y hxfA juegan un papel crítico en la adhesión inicial a superficies inertes, y los correspondientes mutantes muestran una disminución significativa de su virulencia en vid. Además, el gen xadA1 también se expresa cuando la bacteria forma estructuras tipo biopelícula, por lo que se cree que puede estar relacionado con este fenómeno. Otras proteínas consideradas potenciales adhesinas, XatA en X. fastidiosa y HecA en D. dadantii, son fundamentales en la adhesión superficial y en la formación de estructuras bacterianas tridimensionales (Castiblanco y Sundin 2016).


    Tal como se ha mencionado en los apartados anteriores, las bacterias son capaces de adherirse a superficies y unirse entre sí, formando grandes acumulaciones de células embebidas en una matriz de exopolisacáridos y otras sustancias secretadas. Estas estructuras tridimensionales llegan a ser incluso visibles a simple vista en algunos casos y son conocidas como biopelículas y su función será descrita con más detalle a continuación.


     


    3.4.4. Formación de biopelículas


    Las biopelículas constituyen estructuras que permiten el crecimiento bacteriano bajo una protección ante condiciones hostiles del ambiente. Estas estructuras en su estado maduro contienen canales por los cuales circulan nutrientes, agua y otros metabolitos. Asimismo, las células muestran una expresión génica diferencial según la posición que ocupen dentro de la biopelícula, lo cual potencia un metabolismo corporativo entre los distintos miembros de la estructura, llegando incluso a ser semejante a un organismo pluricelular (Antony et al. 2017).


    La formación de biopelículas conlleva una serie de pasos (Fig. 1), de los cuales el primero es la detección de una superficie por parte de las bacterias y su adhesión a esta mediante polisacáridos, apéndices adhesivos y adhesinas secretadas. En una segunda etapa se produce una adhesión irreversible con multiplicación bacteriana en una sola capa, dando lugar más tarde a la formación de microcolonias que evolucionan generando una estructura tridimensional, la biopelícula madura, mediante la acción de diversos EPSs, flagelos, estructuras tipo pili y ADN extracelular. Por último, cambios en las condiciones ambientales potencian la salida de células de la biopelícula hacia una fase planctónica en la que las bacterias se mueven, mediante procesos como el swimming, hacia otros sitios con condiciones propicias para su crecimiento poblacional (Moreira et al. 2010; Kostakioti et al. 2013). Existe una gran diferenciación metabólica entre las células planctónicas y las que forman la biopelícula, habiendo variaciones en la expresión de entre un 40 % y un 60 % del conjunto de genes de la bacteria entre ambos estados (Antony et al. 2017).


    La formación de biopelículas se asocia con la capacidad infectiva de las bacterias fitopatógenas. Estas estructuras permiten una mayor adhesión a los tejidos del huésped y una mayor resistencia ante compuestos antimicrobianos de la planta, mejorando así las condiciones ambientales en pro del patógeno. Se ha demostrado funcionalmente la asociación entre la formación de estas estructuras y la capacidad patogénica en diversas especies de Agrobacterium, Erwinia, Pantoea, Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas y Xylella. Además, el desarrollo de las biopelículas está relacionado con la disponibilidad de diversos compuestos en los diferentes tejidos. Por ejemplo, patógenos como Pantoea stewartii pv. stewartii y P. syringae pv. tabaci reducen la formación de EPS, no se pueden agregar y no producen biopelículas cuando existe una deficiencia de hierro, tanto en hojas como en tejidos vasculares. De forma similar se ha observado que la concentración de calcio en el xilema es determinante para la capacidad de formar biopelículas por parte de X. fastidiosa. Además, se observa una mayor concentración de cobre, zinc y manganeso en las células integradas en biopelículas que en células planctónicas, lo que hace pensar que estos compuestos de los tejidos vegetales también pueden influir en las señales que dirigen la formación de estas estructuras (Castiblanco y Sundin 2016).


     


     


    4. Mecanismos de defensa del huésped en respuesta a efectores y patrones moleculares de las bacterias fitopatógenas


     


    El hecho de que la mayoría de las plantas sean resistentes al ataque de bacterias fitopatógenas se debe, en gran parte, a su capacidad para reconocer patrones comunes, denominados MAMPs. Este reconocimiento se lleva a cabo por los receptores de reconocimiento de patrones o PRRs (Pattern Recognition Receptors) (Zipfel 2008) que se encuentran en la superficie vegetal (Fig. 1). PAMPs bacterianos como la flagelina o el factor de elongación TU son reconocidos por receptores específicos como FLS2 o EFR1, respectivamente, en distintas especies de plantas. El reconocimiento pone en marcha una cascada de transducción de señal que implica la inducción de genes de defensa, la producción de estrés oxidativo y reacciones de reforzamiento de la pared celular como la deposición de callosa que, en conjunto, o individualmente, detienen la progresión del patógeno (Schwessinger y Zipfel 2008). Este mecanismo de defensa se conoce como PTI (Pattern Triggered Immunity) (Jones y Dangl 2006). Por tanto, un patógeno bacteriano capaz de producir enfermedad ha tenido que ser capaz de superar esta barrera inicial impuesta por la PTI. Algunos de los efectores bacterianos estudiados inhiben todas o parte de estas respuestas a distintos niveles: interfiriendo con el reconocimiento por los PRRs, en la transducción de señal, o incluso en mecanismos moleculares como el metabolismo de ARN, o el tráfico de vesículas necesario para inducir una PTI completa (Feng y Zhou 2012).


    Con esta actividad inhibitoria de la defensa basal por parte de los efectores, cabría esperar que la susceptibilidad de la planta fuera el fenómeno más común, pero no es así debido a la existencia de otro nivel de resistencia, la denominada inmunidad desencadenada por efectores ETI (Effector Triggered Immunity). La detección de los efectores, o de sus efectos, llevada a cabo por el producto de los genes R (genes de resistencia) (Van der Biezen y Jones 1998) desencadena una fuerte reacción de defensa, más intensa que la PTI, que se acompaña de la muerte celular programada conocida como HR. Este nivel de defensa es el que culmina con la resistencia frente al patógeno. La alerta provocada por el reconocimiento de los efectores se puede extender a tejidos vecinos de modo que se desencadene una defensa preventiva a subsecuentes infecciones denominada SAR (Fu y Dong 2013). Este nivel de defensa, sin embargo, también puede ser superado por la actividad de determinados efectores que interfieren con el reconocimiento por parte de las proteínas R, inhibiendo así desde el principio la reacción de defensa, o interfiriendo con la transducción de señal que dirige la respuesta. La interacción continua entre los patógenos y sus posibles huéspedes ha hecho que la planta evolucione a su vez para reconocer la interferencia de los efectores con nuevas proteínas R y que, en respuesta, los patógenos evolucionen y dispongan de nuevos efectores cuya actividad promocione su crecimiento en el huésped. A esto es a lo que se denomina el modelo “zig-zag” propuesto por Jones y Dangl (2006) y que representa el resultado cuantitativo de la inmunidad vegetal, que dependerá en último término del conjunto de efectores y de genes R que estén implicados en una interacción determinada.


    En el interior de las células del huésped, los efectores pueden dirigirse a distintos compartimentos celulares, donde pueden interaccionar con una variedad de componentes y funciones celulares. Algunos de sus mecanismos de acción han sido descritos también a nivel del apoplasto, inhibiendo su degradación enzimática o enmascarando la actividad de los elicitores de la defensa de la planta (Büttner 2016).


    Las actividades que realizan los efectores en el interior de los tejidos vegetales se pueden clasificar de forma resumida:


     


    • Inhibición de la activación de receptores PRRs. En este caso las dianas de los efectores se encuentran en la membrana plasmática de las células huésped y efectores de este tipo son, por ejemplo, AvrPto y AvrPtoB de P. syringae. Dentro de los efectores que actúan a nivel de membrana se encuentran aquellos que interfieren con reguladores de la inmunidad, como RIN4, que se encuentran en la membrana plasmática (p. ej., AvrRpt2). Hay otros efectores que interaccionan con reguladores de la inmunidad en distintas localizaciones subcelulares, como es el caso de HopA1 con el regulador EDS en el citoplasma, o PopP2 con RRS1-R en el núcleo. La interacción con reguladores suele dirigirse a estabilizar reguladores negativos de la misma de manera que la respuesta celular a la infección quede suprimida. En el caso del efector XopD, que es una proteasa, interacciona con el regulador positivo de la defensa AtMYB30 con el mismo objetivo.


    • Disminución de la señalización mediada por MAPK. En este caso los efectores pueden localizarse en el citoplasma, como HopAI1 que interfiere con la fosforilación llevada a cabo por las quinasas que intervienen en la transducción de la señalización de defensa.


    • Modificación de la transcripción. Se han descrito efectores que afectan al metabolismo del ARN (p. ej., HopU1) o que actúan directamente como activadores transcripcionales; es el caso de los conocidos efectores TAL (Transcription Activator Like) de Xanthomonas spp. y R. solanacearum, que modifican la expresión de determinados genes cuya función puede favorecer la multiplicación del patógeno.


    • Degradación de componentes del sistema de defensa de la planta. En este caso los efectores llevan a cabo su función bien a través de actividad proteasa, o usurpando el sistema de degradación de proteínas de la célula vegetal o proteosoma, como es el caso del efector HopZ4 de P. syringae. Para aquellos efectores que tienen actividad proteasa, sus dianas pueden encontrarse en distintos compartimentos celulares.


    • Interferencia con el tráfico vesicular. La localización celular de los efectores implicados en esta interferencia es el aparato de Golgi (p. ej., HopM1 o HopZ1a de P. syringae), donde interaccionan y pueden mediar la degradación de componentes de la defensa celular.


    • Interferencia con las funciones de orgánulos celulares. En P. syringae, se han descrito al menos dos efectores que interfieren con las funciones del cloroplasto, HopI1 y HopN1. Estos efectores actúan a través de distintos mecanismos moleculares que conducen a un descenso de las respuestas de defensa generales como la acumulación de ácido salicílico o la producción de estrés oxidativo, respectivamente.


     


     


    5. Sistemas bacterianos de comunicación intercelular


     


    Todos los procesos asociados a patogénesis descritos hasta el momento no dependen de una única célula bacteriana frente a su huésped, sino que se desarrollan en un contexto poblacional del patógeno. Las bacterias poseen mecanismos de comunicación intercelular que les permiten modificar su comportamiento según la densidad poblacional y el hábitat en el que se encuentren confinadas, y este proceso de comunicación, es conocido como quorum sensing (QS) (Dow 2017).


    El lenguaje a través del cual las bacterias se comunican, se basa en moléculas difusibles de bajo peso molecular conocidas como autoinductores. Si la acumulación de los autoinductores en la población es mayor que su pérdida por difusión o inactivación, su concentración aumenta hasta superar un umbral que activa proteínas receptoras celulares específicas. El factor clave que permite el QS y su proceso de autoinducción es la multiplicación celular en proximidad, por ejemplo, el desarrollado en las biopelículas (Dwivedi et al. 2017).


    Las señales químicas generadas por las bacterias corresponden a una amplia gama de moléculas. Las del grupo de las DSFs (factores de señal difusible) las componen los cis-2-ácidos insaturados, siendo el cis-11-metil-2-ácido dodecanoico de X. campestris pv. campestris el primero que fue descrito. Este tipo de compuesto también ha sido relacionado con el QS en otras especies como Pseudomonas spp., X. oryzae y X. fastidiosa. En el caso de Xanthomonas, un aumento en la concentración de DSF potencia la virulencia, mientras que en X. fastidiosa, mutantes deficientes para la producción de DSF presentan un fenotipo más virulento en planta, pero disminuye la colonización de su insecto vector, lo que al final se traduce en una menor capacidad de transmisión a nuevas plantas (Dow 2017). Además de las DSF, existen otros tipos de moléculas, como las homoserin lactonas (HSL), producidas por Pseudomonas spp. y por R. solanacearum. Tanto DSF como HSL son consideradas las más importantes para el QS en bacterias fitopatógenas, pero no son las únicas, por ejemplo, se ha descrito un derivado del ácido palmítico en R. solanacearum que junto con las HSLs interviene en la regulación de la virulencia (Dwivedi et al. 2017).


    La producción de DSF está regulada por el grupo de genes rpf, ampliamente caracterizado en Xanthomonas (Fig. 2). La síntesis de la señal difusible es totalmente dependiente de RpfF, una crotonasa semejante a la enoyl-CoA hidratasa. La detección de la señal de transducción es llevada a cabo por el sensor RpfC y el regulador RpfG. En la señalización mediada por el DSF también juegan un importante papel el mensajero secundario di-GMP cíclico y el regulador transcripcional Clp (Ryan et al. 2011; Srivastava y Waters 2012). En condiciones de baja densidad poblacional, RpfC interactúa con RpfF, lo cual inhibe la producción celular de DSF, dado que en este punto RpfG se encuentra desfosforilado y no puede degradar el di-GMP cíclico, por lo que este último aumenta su concentración intracelular. En cuanto las densidades poblacionales aumentan, RpfC fosforila a RpfG, lo que activa su capacidad degradadora de di-GMP cíclico, reduciendo su concentración dentro de la célula. Esta disminución en la concentración del mensajero secundario di-GMP cíclico activa diversos procesos moleculares que son regulados por el factor de transcripción Clp. La deleción de los genes rpf conduce a la alteración de la expresión de al menos 165 genes, de los cuales muchos se relacionan con procesos de patogénesis, como la producción de enzimas extracelulares, la secreción de EPS y la biosíntesis del flagelo y del T3SS (Dow 2017). Este sistema de QS se encuentra ampliamente conservado en Xanthomonas y Xylella; en Xanthomonas, además, se ha determinado la presencia de otro factor de señal difusible llamado DF, el cual está asociado al gen pigB (Papenfort y Bassler 2016).
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    Figura 2. Un ejemplo de mecanismo de regulación de respuesta poblacional tipo quorum sensing en bacterias fitopatógenas en Xanthomonas spp. Se indican los factores y procesos implicados dependientes de la densidad poblacional.


     


    Por otro lado, el sistema de QS basado en la producción de HSL ha sido descrito principalmente en Pseudomonas, encontrándose dos sistemas, denominados las y rhl. En el sistema las, el gen lasI produce la molécula difusible, la cual interactúa con lasR y activa una serie de factores de virulencia (lasB, lasA, apr y toxA) a la vez que interactúa con lasI. En el caso del sistema rhl, el producto de rhlI cataliza la síntesis de la HSL, la cual en conjunto con rhlR activa la expresión de rhlAB, rhlI y lasB. Este sistema regula positivamente la expresión de otros factores de virulencia, así como la producción de otros metabolitos secundarios como la cianida y diversas quitinasas. El sistema las controla la expresión de rhlR por lo que los genes de virulencia regulados por el sistema rhl jerárquicamente requieren también de la presencia de un sistema las funcional (Dwivedi et al. 2017).
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