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Las bacterias fitopatogenas
pertenecientes al nuevo
género Dickeya causan
podredumbres blandas en
un amplio rango de cultivos.
Sin embargo, dada la
reciente revision taxondmica
del género, apenas existen
estudios de cepas bien
caracterizados. Por primera
vez, se ha detectado la
presencia de estos
patdgenos en Aragon, tanto
en cultivos como en aguas
de riego. Actualmente se
estan secuenciando diversos
genes de una coleccion de
cepas de Dickeya aisladas
en Aragon. Los autores
presentan unos innovadores
estudios que constituyen los
primeros realizados en
Espana y que, sin duda,
contribuiran a un mejor
conocimiento del patdgeno.
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nuevo género Dickeya gen. nov.

(ex Erwinia chrysanthemi,
Pectobacterium chrysanthemi) (Sam-
son y col., 2005) incluyen seis espe-
cies que producen podredumbres
blandas en un amplio rango de plan-
tas cultivadas, ocasionando graves
pérdidas econ6micas. Sin embargo,
dada la reciente revisidon taxon6mica
de este género, apenas existen estu-
dios de caracterizacion bioquimica,
seroldgica y genética.

Estos patégenos son frecuentes en
aguas superficiales de rios, lagos, pan-
tanos, e incluso en el mar. Estudios
realizados en Estados Unidos y Japon
han mostrado que también estan pre-
sentes en aguas de riego de campos
cultivados, encontrando una relacién
entre el uso de aguas contaminadas
para el riego y la incidencia de podre-
dumbres blandas en diversos cultivos,
entre ellos el maiz y la patata, afectan-
do tanto a la propia planta como al tu-
bérculo.

I as bacterias fitopatégenas del

Las infecciones de maiz en campo
estan asociadas fundamentalmente al
riego por aspersion y se producen
cuando la bacteria accede, mediante
el agua de riego, a la parte superior de
la planta (Kelman y col., 1957; Hope y
Kelman, 1969). Los sintomas de la en-
fermedad consisten en la pudriciéon de
la zona apical del tallo, que se colapsa
a nivel del cuarto o quinto nudo y ge-
neralmente aparece retorcido, aunque
la planta puede permanecer en pie
(Foto 1).

C?.racterizacién de
aislados

Anilisis bioquimicos

En nuestro laboratorio, hemos desa-
rrollado un nuevo método para la rea-
lizacién de analisis bioquimicos y fi-
sioldgicos de Dickeya spp. mediante
un sistema de microplacas, que per-
mite el analisis simultaneo de un ele-
vado nimero de muestras y resulta

FOTO 1. Podredumbre del tallo en planta de maiz en campo infectada por

Dickeya spp.



Incidencia en Aragon

FOTO 2. Localizacion de los puntos de muestreo de aguas de riego (tomado de
Informe sobre Riegos en Aragon. Diputacion General de Aragoén, 1996).

En la Comunidad Auténoma
aragonesa, la transformacion de
amplias superficies de secano en
plantaciones de maiz con riego
por aspersion supone un riesgo
de infeccion, habiendo tenido lu-
gar las primeras detecciones de
Dickeya en las dreas de Mone-
gros y Bajo Ebro en el ano 2004.
En anos sucesivos se han obser-
vando nuevos brotes de la enfer-
medad, aunque por el momento
no ha ocasionado pérdidas im-
portantes.

Ante la creciente deteccidén de
infecciones en Aragon en cultivos

mucho mas sencillo, econémico y ra-
pido (72 horas frente a 10 dias) que la
metodologia convencional (Palacio-
Bielsa y col., 2006 a) (Foto 3).

Se ha observado que el perfil bioqui-
mico y fisiologico de las cepas de Dic-
keya spp. de aguas de riego en Aragon
es bastante homogéneo. Todas las ce-
pas pertenecen al biovar 3 del antiguo
sistema de clasificacion de E. chry-
santhemi (Samson y col., 1987; Ngwi-
ra’y Samson, 1990).

Analisis seroldgicos

Algunas de las cepas no son recono-
cidas por los diversos anticuerpos co-
merciales disponibles para el analisis

de maiz, patatay, por primera vez
en Espana, también en cebolla
(Palacio-Bielsa y col., 2006 a,b;
2007), se ha estudiado la presen-
cia de Dickeya spp. en aguas de
riego. Estas bacterias se han de-
tectado en el rio Alcanadre, Ca-
nal de Monegros y en aguas de
riego de plantaciones de maizy
cebolla (Palacio-Bielsa y col.,
2006b) (Foto 2]. Dichos estudios
de deteccidn y caracterizacion de
aislados del género Dickeya ob-
tenidos en aguas de riego de Ara-
gén constituyen los primeros re-
alizados en Espana.

serolégico mediante las técnicas
Enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA) e inmunofluorescencia
(IF). Los resultados muestran la exis-
tencia de la heterogeneidad a nivel se-
rolégico del género Dickeya, lo que
supone una limitacion del uso de es-
tas técnicas para su deteccion e iden-
tificacion en laboratorio.
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Trabajos realizados en diversos

paises sefialan que estas bacterias
estan presentes en aguas de riego,
encontrando unarelacién entre el

uso de aguas contaminadasy la
incidencia de infecciones en los
cultivos

Andlisis genéticos

La amplificacién mediante la reac-
cién en cadena de la polimerasa
(PCR) ha permitido obtener un frag-
mento de ADN del tamafio esperado
(Nassar y col., 1996). Ademas, la se-
cuenciacion del ADN ribos6mico 16S
muestra que algunas de las cepas es-
tudiadas presentan una homologia de
secuencia del 98% con la cepas tipo de
la especie Dickeya zeae, mientras que
otros aislados muestran una homolo-
gia del 99% con D. dadantii.

Aunque el ADNr 168 no permite dis-
criminar claramente las distintas es-
pecies del género, las caracteristicas
bioquimicas de las cepas de Aragon
también coincidirian con las descritas
para las nuevas especies D. zeae y D.
dadantii (Samson y col., 2005).

Como ya hemos senalado, la diferen-
ciacion de especies del género Dicke-

FOTO 3. Identificaciéon de biovares de cepas de Dickeya spp. mediante el sistema de microplacas.
Izquierda, medios base antes de la inoculacion. Derecha, reacciones obtenidas a las 72 horas de

la inoculacion. 2-7: distintos aislados; 8: cepa de referencia CFBP 2288 (biovar 1); 9: cepa de

referencia CFBP 2015 (biovar 7); 10: control negativo (agua); A: D (-) arabinosa; B: manitol; C:
melibiosa; D: rafinosa; E: D(-) tartrato; F: 5-cetogluconato; G: inulina.
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FOTO 4. Sintomas en plantas de patata inoculadas con cepas

de agua de Dickeya spp.:

A) Sintomas severos de podredumbre blanda del tallo

(colapso).

B) Sintomas leves (médula hueca entorno al punto de

inoculacion.
C) Testigo negativo (agua).

ya todavia esta poco estudiada, por
ello se esté llevando a cabo la clona-
cion y secuenciacién de diversos ge-
nes housekeeping de las cepas obteni-
das en Aragon, con el fin de realizar
anélisis taxon6micos. Los resultados
de estos novedosos trabajos podrian
aportar nuevas herramientas para la
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FOTO 5. Sintomas en plantas de maiz inoculadas con cepas

de agua de Dickeya spp.:

A) Menor crecimiento de las plantas infectadas, frente a

testigos negativos (agua) de tamaiio normal.

B) Detalle de podredumbre apical del tallo.

C) Sintomas internos de podredumbre: sintomas mas leves o
mas severos inducidos distintas cepas.

caracterizacion de las especies de este
nuevo género.

Pruebas de patogenicidad

Se ha confirmado que todas las cepas
de Dickeya spp. aisladas de aguas de
riego en Aragon son patogenas en pata-

tay, practicamente todas, también en
maiz (Fotos 4y 5). El poder patégeno
de las cepas no esta relacionado con la
fuente de agua de la que proceden.
Tampoco se ha encontrado una correla-
cion entre el poder patogeno, o la inten-
sidad de los sintomas inducidos, y las
diferencias en sus perfiles bioquimicos,



o en los resultados obtenidos en los ana-
lisis seroldgicos y moleculares, median-
te PCR.

Posibles métodos de
control de las infecciones
en maiz

Diversos autores han descrito la efica-
cia de la cloracién del agua para el con-
trol de la bacteria en riego por asper-
si6n (Kelman y col., 1957; Hope y Kel-
man, 1969). Sin embargo, debido a la
demanda de cloro del agua, no todo el
cloro anadido tiene efecto bactericida.
Hay diversos factores interrelacionados
que también afectan a la cloracion, co-
mo son la temperatura y el tiempo de
contacto (Babbit y col., 1962).

Para evaluar la eficacia de distintas
dosis de cloro en el control de las infec-
ciones, hemos realizado ensayos de
inoculacion artificial en condiciones
ambientales controladas. Los resulta-
dos iniciales sugieren que una concen-
tracion de 1 ppm de cloro libre anadida
al agua seria suficiente para el control
de las infecciones de Dickeya en riego
por aspersion, lo que coincide con las
indicaciones de Thompson (1965).

La aplicacion de lejia comercial po-
dria resultar un método eficaz, econ6-
mico y de sencilla aplicacion para el
control de las infecciones. La lejia se
afiadiria al agua en la linea de transmi-
sion del sistema de riego por aspersion.
Sin embargo, para determinar la con-
centracién de cloro adecuada para el
control de la enfermedad, se deberia re-
alizar medidas del cloro libre en distin-
tos ensayos de campo.

[ Conclusiones

No podemos concluir de manera defi-
nitiva si las cepas de agua de Dickeya
spp. corresponden a poblaciones natu-
rales o proceden de fuentes de indculo
externas relacionadas con la propia ac-
tividad agricola

Sin embargo, la identificacién de ce-
pas procedentes de aguas de riego con
un perfil bioquimico distinto al de
aquellas obtenidas de plantas huéspe-
des, asi como la existencia de otras ce-
pas no patdgenas en algunos de estos
huéspedes, apoyarian la idea de que, al
menos algunas de estas cepas, pudieran
constituir variantes bioquimicas adap-
tadas a un ambiente acuatico (Cother y
Gilbert, 1992)

La secuenciacion del ADNr 16S mues-

Se ha confirmado que todas
las cepas de Dickeya spp.
aisladas de aguas de riego en
Aragon son patégenas en
patatay, practicamente
todas, también en maiz

tra la existencia de secuencias idénti-
cas entre aquellas cepas procedentes
de plantas de un campo de maiz infec-
tado y las obtenidas en dos fuentes de
agua utilizadas para su riego

Independientemente del origen de
las cepas patbdgenas, su capacidad de
sobrevivir en el agua y ser dispersados
a largas distancias supone un riesgo
potencial de infeccion para diversos
cultivos con importancia econdémica en
la Comunidad Auténoma de Aragon

Dado que la dindmica poblacional de
las bacterias fitopatdgenas esta deter-
minada por numerosos factores am-
bientales, incluido el estado fenoldgico
de la planta huésped, se deberan reali-
zar estudios epidemiolégicos que in-
cluyan anélisis cuantitativos de las po-
blaciones bacterianas en distintas épo-
cas del afio y en afios sucesivos

Parte de los estudios descritos se in-
cluyen en un Proyecto Fin de Carrera
de la Escuela Universitaria Politécnica
de La Almunia de Dona Godina (EU-
PLA) dirigido por la Linea de Bacterio-
logia Vegetal del Centro de Investiga-
cion y Tecnologia Agroalimentaria de
Arago6n (CITA) y el Centro de Protec-
cién Vegetal (CPV). Dicho Proyecto ha
recibido el Primer Premio de Ingenie-
ria Agricola del afio académico 2006-
2007.
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