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Resumen

El género Brenneria agrupa especies bacterianas que producen chancros con lesiones necroticas
y exudados en plantas lefiosas. En Espana, en los lltimos anos, se han identificado varias Brenneria
sp. como responsables de chancros bacterianos en quercineas (B. quercina), nogales (B. nigrifluens
y B. rubrifaciens) y chopos (Brenneria sp.). En la Comunidad Valenciana también se han detectado
focos de B. quercina en encinas de algunos parajes de importancia medioambiental, pero todavia se
dispone de escasa informacidn acerca de la incidencia de esta bacteriosis en nuestra Comunidad. Sin
embargo, no existen referencias de la presencia de Brenneria spp. en nogal o chopo en la Comunidad
Valenciana, aunque no se puede descartar su presencia o introduccion a través de material vegetal.
El objetivo del presente trabajo ha sido conocer la incidencia de dichas bacteriosis en nuestra
Comunidad. Para ello, se han continuado las prospecciones en masas de quercineas de distintos ori-
genes geograficos de la Comunidad Valenciana iniciadas en un estudio anterior, y se han centrado en
aquellas zonas o especies del género Quercus en las que la bacteria no habia sido detectada previa-
mente. Ademas, se han iniciado prospecciones en otras especies forestales de interés para nuestra
Comunidad, como Juglans regia y Populus spp.
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INTRODUCCION

El nuevo género Brenneria fue creado en
1998 (HAUBEN et al., 1998) para agrupar a seis
especies bacterianas, anteriormente incluidas en
el género Erwinia, que afectan a varias especies
lefiosas produciendo generalmente chancros con
exudados. En Espafa, las bacteriosis causadas
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por Brenneria sp. eran desconocidas, pero en la
Gltima década se han identificado el chancro
bacteriano y el chancro profundo del nogal pro-
ducidos por B. nigrifluens y B. rubrifaciens, res-
pectivamente (LOPEZ et al., 1994; GONZALEZ et
al., 2002), el chancro bacteriano de las quercine-
as causado por B. quercina (SORIA et al., 1997,
Biosca et al., 2003) y el chancro bacteriano del
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chopo cuyo agente causal ha sido recientemente
identificado como Brenneria sp. (BI0SCA et al.,
2002b, 2006a, 2006b).

B. quercina, el agente causal de la enferme-
dad conocida como “drippy nut” o frutos con
exudados, se describid por primera vez en Q.
agrifolia y Q. wislizenni en California en 1967
(HILDEBRAND & SCROTH, 1967). En Espana, esta
bacteria se identificd por primera vez en 1992 en
la Comunidad de Madrid, a partir de chancros en
tronco y ramas de Q. rotundifolia y Q. pyrenaica
(Soria et al., 1997). Posteriormente, se ha detec-
tado en otras especies del género Quercus de dis-
tintas Comunidades Autéonomas, lo que
demuestra su amplia distribucion geografica en
las masas forestales espanolas (Biosca et al.,
2000, 2001). En Espafa, los primeros sintomas
observados y los mas llamativos, fueron los
chancros con exudados copiosos en el tronco y
ramas, y que, dependiendo de su nimero y loca-
lizacion, pueden limitar el desarrollo del arbol
pudiendo causarle la muerte. También es habi-
tual la observacion de exudados en frutos en for-
macién, causando su caida prematura, y, con
menor frecuencia, en yemas. Esta bacteria se
considera en nuestro pais como una de las causas
del sindrome de la seca de las quercineas, que
también produce el decaimiento y muerte de bos-
ques de quercineas en varias zonas de Europa y
noreste de Africa (SOrIA et al., 1997). En las
prospecciones realizadas en la Comunidad
Valenciana desde 1998 hasta 2000, también se
detectaron distintos focos de B. quercina en enci-
nas, algunos de ellos en parajes de importancia
medioambiental como el Parque Natural de la
Font Roja en Alicante, el valle de Ayora en
Valencia y en el Maestrazgo en Castellon (LOPEZ
et al., 2000; Biosca et al., 2000, 2001). Sin
embargo, hasta ahora, esta bacteria no se habia
detectado en otras especies de quercineas en la
Comunidad Valenciana por lo que la informacion
acerca de la incidencia de esta bacteriosis en
nuestra Comunidad todavia es escasa.

Se han descrito dos especies del género
Brenneria que pueden afectar a los nogales; B.
nigrifluens, responsable de chancros superficiales
en tronco y ramas (WILSON et al., 1957) y B.
rubrifaciens que produce sintomas parecidos,
pero que afecta también a la corteza interna, cam-
bium y xilema causando el chancro profundo

114

«Distribucion de Brenneria spp. en la Comunidad Valencia y especies forestales a las que afecta»

(WILSON et al., 1966). En Espana, B. nigrifluens
se detectd por primera vez en 1986 en nogales
autdctonos con chancros superficiales con exuda-
dos (LopPez et al., 1994). En 1995, se identificd B.
rubrifaciens en Badajoz en plantaciones de noga-
les con sintomas de chancro profundo que habian
sido importados de California (GONZALEZ et al.,
2002). Actualmente, se dispone de escasa infor-
macion acerca de la incidencia de estas bacterio-
sis en Espana, aunque se han observado sintomas
similares a los causados por B. nigrifluens en
nogales de Catalufa y Galicia (Biosca et al.,
2002a). Sin embargo, en la Comunidad
Valenciana todavia no existen referencias sobre la
presencia de estos patdgenos en nogal.

En 2000, se detectd por primera vez en
Espafia el chancro bacteriano del chopo (Populus
spp.) en plantaciones de P. xeuramericana en
Teruel. El agente causal fue identificado como
Brenneria sp. Un ano después, se detectd este
patdogeno en otras plantaciones de chopo en
Zaragoza y Teruel (Brosca et al., 2002a, 2002b,
2006a, 2006b), demostrando que no se trataba de
un hecho aislado. Los chancros observados eran
similares a los causados por otras especies de
Brenneria, sin embargo no se habia citado ningu-
na especie de Brenneria en Populus spp.
Posteriormente, se ha identificado este patdgeno
en otras Comunidades Autonomas como Murcia
y La Rioja (B1osca et al., 2006a). Actualmente se
desconoce la incidencia del chancro bacteriano
del chopo en la Comunidad Valenciana, aunque
no se puede descartar su posible introduccion a
través de material vegetal infectado.

El objetivo del presente trabajo ha sido estu-
diar la presencia, incidencia y caracteristicas de
las bacteriosis causadas por algunas especies del
género Brenneria que afectan a las poblaciones
naturales de quercineas y que pueden afectar a
otras especies forestales de interés para la
Comunidad Valenciana, tales como Juglans
regia y Populus spp.

MATERIAL Y METODOS

Prospecciones de Brenneria spp. en la
Comunidad Valenciana

Se realizaron en distintas zonas forestales en
ejemplares de Quercus spp. y en plantaciones de
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Juglans regia y Populus spp. de Valencia,
Castellon y Alicante desde 2005 hasta 2007.

Aislamiento de Brenneria spp.

Tras las prospecciones, el aislamiento de
Brenneria spp. de material vegetal sintomatico o
sospechoso de estar infectado se llevo a cabo a
partir de muestras de peridermis, parénquima
cortical, exudados y frutos segin BIosca et al.
(2001, 2003, 2006a, 2006b). Tras 48 h de incu-
bacion a 26°C en el medio B de King (KING et
al., 1954) suplementado o no con cicloheximida
(para inhibir el crecimiento de hongos) se reali-
z0 la lectura de las placas y se escogieron al azar
colonias representativas del tipo morfologico
mayoritario, similar al de las especies del géne-
ro Brenneria.

Caracterizacion fenotipica de Brenneria ssp.

Caracterizacion bioquimica y fisiologica. Se
realizd con una seleccion de aislados de
Brenneria ssp. mediante pruebas convenciona-
les, los sistemas miniaturizados API 20 E, API
20 NE, API 50 CH, API ZYM, el sistema Biolog
y el andlisis de los &cidos grasos celulares
(MEAG).

La identificacion de una seleccidn represen-
tativa de aislados de Brenneria spp. se confirmd
mediante andlisis de secuenciacidon parcial del
ADN ribosdémico 16S (Biosca et al., 2006a).

Determinacion del poder patogeno. Se han
ensayado distintos métodos de inoculacion
sobre frutos, hojas y tronco de encinas y chopos
jovenes, con el objeto de encontrar un modelo
para los ensayos de patogeneidad que permita la
observacion de sintomas con mayor rapidez que
con arboles adultos.

En todos los ensayos, se incluyeron cepas de
referencia de las especies del género Brenneria
con propdsitos comparativos.

RESULTADOSY DISCUSION

Prospeccion y aislamiento de Brenneria spp.
en la Comunidad Valenciana

Los resultados de las prospecciones y aisla-
mientos de B. quercina realizados entre 2005 y
2007 a muestras de distintos origenes geograficos
de la Comunidad Valenciana se incluyen en la
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figura 1. En dicha figura se muestra un mapa
actualizado de la distribucidn de este patogeno en
nuestra Comunidad, incluyendo detecciones pre-
vias realizadas durante los anos 1998, 1999 y
2000 (Lopez et al., 2000; Biosca et al., 2000,
2001). Los analisis realizados durante el presente
estudio han confirmado la amplia distribucion de
B. quercina en las masas forestales de las tres pro-
vincias valencianas, habiéndose identificado la
bacteria en zonas en las que no habfa sido detec-
tada previamente. También cabe destacar, la pre-
sencia del patogeno en otras especies del género
Quercus de la Comunidad Valenciana, tales como
Q. faginea y Q. pyrenaica en la provincia de
Castellon y Q. suber en la provincia de Valencia,
en las que el patdgeno tampoco habia sido detec-
tado anteriormente. Los sintomas observados en
dichas quercineas fueron similares a los que la
bacteria produce en Q. rotundifolia, chancros
superficiales con exudados en el tronco.
Ademds, se ha detectado, por primera vez en
la Comunidad Valenciana, la presencia de B.
nigrifluens en nogales en Quart de Poblet y
Brenneria sp. en chopos en Sinarcas, en la pro-
vincia de Valencia, también con chancros bacte-
rianos con exudados abundantes en la corteza.

Caracterizacion fenotipica de Brenneria ssp.

Tras la identificacion preliminar de aislados
bacterianos con caracteristicas similares a
Brenneria spp. (HAUBEN et al., 1998, BIosca et
al., 2003), la identificacion bioquimica y fisiolo-
gica se continud con una seleccion de estos ais-
lados mediante sistemas convencionales vy
miniaturizados APIL. En algunos casos, la identi-
dad de los aislados se confirmd mediante el sis-
tema Biolog y analisis de los metil-ésteres de los
acidos grasos celulares asi como mediante anali-
sis de secuenciacion parcial del ADN ribosdémico
16S. Asi, la caracterizacion de una seleccion
representativa de aislados de Brenneria spp., ha
permitido identificar a aquellos obtenidos de
quercineas como B. quercina, a los de nogal
como B. nigrifluens y a los de chopo como
Brenneria sp. Asimismo, estos resultados han
mostrado la homogeneidad fenotipica de los ais-
lados de B. quercina y B. nigrifluens que presen-
taron un perfil bioquimico similar al de otras
cepas espaiiolas y de referencia. La caracteriza-
cion de Brenneria sp., que compartid un gran
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Figura 1. Mapa de localizacion de los aislamientos de B. quercina en la Comunidad Valenciana hasta marzo de 2007

nlimero de caracteristicas fenotipicas con B. sali-  dos en condiciones naturales en arboles inocula-
cis, el agente causal de chancros bacterianos en  dos artificialmente. Sin embargo, los resultados
sauce (HAUBEN et al., 1998), sugiere que podria  de las inoculaciones de B. quercina en bellotas y
tratarse de una nueva especie aunque seria nece- de B. quercina y Brenneria sp. en hojas de
sario realizar un estudio taxondmico completo  chopo han confirmado su utilidad como modelo
para poder confirmarlo. para ensayo rapidos de patogenicidad “ex vivo”,

Los resultados de las inoculaciones en tron-  presentando la ventaja de que los sintomas pue-
co de arboles jovenes han puesto de manifiesto  den observarse en una semana (BIOSCA et al.,
la dificultad de reproducir los chancros observa- 2003, 2006a, 2006b). La produccion de necrosis
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y exudados en hojas de chopo, asi como la de
exudados en bellotas son indicadores del poder
patdgeno de las cepas de Brenneria, reaislando-
se la bacteria de las hojas y frutos inoculados.

En conclusion, los resultados de las prospec-
ciones y analisis realizados en muestras de dis-
tintos origenes geograficos de la Comunidad
Valenciana, amplian las zonas de distribucion de
B. quercina en las tres provincias de nuestra
Comunidad, y demuestran su presencia, no sdlo
en Q. rotundifolia, sino en otras especies de
quercineas como Q. faginea, Q. pyrenaica 'y Q.
suber. Por Gltimo, se ha identificado, por prime-
ra vez en la Comunidad Valenciana, B. nigri-
fluens y Brenneria sp. en algunas plantaciones
de nogal y de chopo, respectivamente.
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