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Novedades
BOLETIN Y WEB SEF

Q ueridos Soci@s:

Os presentamos un nuevo numero del Boletin en plena explosion de la primavera de
2016 con informaciéon muy diversa que esperamos 0s pueda interesar ....

En la seccion de actualidad incluimos una interesante entrevista a nuestro compariero Julio
J. Diez Casero, Presidente del Comité Organizador del proximo Congreso SEF en septiembre de
este afio en Palencia en la que nos comenta las principales novedades del congreso y de la ciudad
de Palencia, sede del congreso. En esta misma seccién incluimos un articulo de opinion sobre la
situacion actual de Xylella fastidiosa en Italia y la compleja situaciion judicial en que se encuentran
una decena de investigadores involucrados en el estudio de este problema en la zona. El articulo
del Boletin esta dedicado a un tema de plena actualidad en Virologia vegetal cuidadosamente
elaborado por Sarah B. Lade y Vicente Medina, Grupo “Interaccio Planta-Microorganisme-Vector”
(IMPLAMIC) y centro AGROTECNIO Universidad de Lleida.

Ademas, se incluyen como viene siendo habitual los nuevos patdogenos descritos en
Espana entre enero y abril de 2016. Una edicion mas resulta especialmente extensa la seccion de
resefias de Tesis Doctorales, que es fruto del buen hacer de nuestros socios en la formacion de
nuevos investigadores, enhorabuena a tos los nuevos nuev@s Doctor@s y sus Director@s.

Ademas, encontraréis informacion sobre Cursos de especializacion y Master, asi como una
relacién de congresos y reuniones que organizan nuestros socios. Se omite la informacién relativa
al listado de proximos Congresos que podréis encontrar completa y actualizada en la web-SEF.
En el apartado de libros como ya sabéis tnicamente se incluyen las publicaciones de la SEF,
podréis encontrar una relacion extensa y actualizada de libros de reciente publicacion en la web-
SEF. Ademas, desde Phytoma nos animan a conocer la edicion digital de su revista.

Como siempre agradecemos todas vuestras aportaciones de material para la elaboracion del

Boletin y os animamos a que sigais enviando toda aquella informacion que pueda ser de interés
para nuestra sociedad como Tesis, cursos, resefias de congresos a los que habéis asistido, etc.

L@s Editor@s
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LA ENTREVISTA DEL BOLETIN

JULIO JAVIER DIEZ CASERO

Nuestro companero y socio de la SEF es el Presidente del Comité
organizador del XVIll Congreso de la Sociedad Espaiola de Fitopatologia
que se celebrara en Palencia del 20 al 23 de septiembre de 2016.

Julio J. Diez Casero es Catedratico de Universidad en el Departamento de
Proteccién Vegetal y Silvopascicultura en la Escuela Técnica Supeior de
Ingenierias Agrarias de la Universidad de Valladolid, Campus de Palencia.

Julio J. Diez Casero, Presidente del Comité organizador SEF 2016

¢ Qué motivos te impulsaron a
presentar a Palencia como sede del
XVIIl congreso de la SEF?

El congreso de la SEF es nuestro
preferido, y llevamos asistiendo a él desde
hace casi 20 afos. Durante las ultimas citas
hemos presentado la candidatura varias
veces, ya que nos apetecia organizarlo en
Palencia, para dar la oportunidad a que la
conocieseis. Por ello, vamos a poner todo
nuestro interés en organizar este evento
con detalle, intentando desarrollar un buen
congreso aprovechando la experiencia de
nuestros predecesores.

Enlos anteriores congresos ha habido
una alternancia entre distintas ubicaciones
distribuidas por los puntos cardinales de
la peninsula. ElI XVIIl Congreso SEF en
Palencia es el segundo desarrollado en la

comunidad de Castilla y Ledn, después del
del afio 1998 en Salamanca; ya nos tocaba.

Por otra parte, la ciudad de Palencia,
y por extension Castillay Ledn, es una zona
de marcado caracter agricola tanto por
superficie como por historia, destacando
los cultivos de cereal y los vifiedos, asi
como otros importantes cultivos extensivos.
Ademas, la ciudad alberga desde hace
anos no solo la formacion agricola, sino
también la formacion forestal, alimentaria
y enoldgica, en nuestra Escuela Técnica
Superior de Ingenierias Agrarias (ETSIIAA).

¢No te preocupd la situacion de
incertidumbre econémica por la que
atravesamos?

Pues si,..nos lo pensamos un
poco antes de decidirnos. A todos nos
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preocupa la situacion econémica que estamos
pasando, pero haremos todo lo que esté en
nuestras manos para que esto no afecte
al congreso. Confiamos por una parte, que
los patrocinadores con los que ya estamos
contactando se impliquen en su desarrollo, y
por otra parte, que los participantes tengan en
cuenta que para llegar a Palencia no hacen
falta grandes desplazamientos: Palencia se
encuentra situada a dos horas de Madrid, y la
reciente llegada del AVE, que tarda una hora
y cuarto desde Madrid, también facilitara la
llegada de los asistentes. Por cierto, hemos
negociado con RENFE precios especiales
para los congresistas, lo que facilitara su
llegada.

La comunidad cientifica, con especial
incidencia en los jovenes investigadores, se ha
visto castigada durante los ultimos afios con
una reduccién en el presupuesto investigador
inaceptable. Pero, confiamos pese a ello
contar con un buen numero de participantes
en esta XVIII edicion del congreso.

¢ Como se ha planteado el congreso por
parte del comité organizador?

El comité organizador se plante6 desde el
primer momento una integracion del congreso
en el centro de la ciudad de Palencia. La idea
es hacer un congreso cercano, embebido
en la propia ciudad. Por ello, nada mas
conocer nuestra nominacion, nos pusimos en
contacto con los diversos organismos locales
y provinciales (Ayuntamiento de Palencia y
Diputacion) para gestionar las ubicaciones de
las distintas sedes, que se han seleccionado
en el centro geografico de la ciudad: (1) el
Teatro Principal, donde se desarrollaran
las sesiones plenarias, (2) el edificio de la
Diputacion Provincial, y (3) la sala de usos
multiples de Abilio Calderén. La idea es dejar
poder disfrutar de la ciudad sin tener que usar
transporte publico, ni pagar costosos taxis.
Nuestro palacio de congresos sera el casco
viejo de la ciudad de Palencia.

Fachada del Teatro Principal de Palencia en que tendran lugar las Sesiones Plenarias
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Interior del Teatro Principal de Palencia en que tendran lugar las Sesiones Plenarias

Por otro lado el comité organizador
ha optado por contratar una empresa parala
secretaria técnica, ya que a pesar de contar
con cierta experiencia en la organizacion de
otros congresos, o reuniones cientificas, la
magnitud e importancia del XVIIl Congreso
SEF merecia una especial atencién. La
empresa elegida ha sido Evento, que cuenta
con experiencia reconocida y demostrada
en la organizacion de numerosos congresos
de caracter cientifico tanto nacional como
internacional.

Asimismo, como sefialamos
anteriormente, estamos en plena campana
de busqueda de financiacion para sufragar
el maximo posible de gastos y conseguir
que el evento resulte viable minimizando
el impacto en los participantes. Para ello,
en estos momentos se estan negociando
diversos aspectos relacionados con el
desarrollo del congreso (alojamiento,
manutencion...), con el fin de facilitarles el
trabajo a los congresistas, y con la finalidad
de optimizar los recursos disponibles.

En esta ocasion, el Congreso tendra
varias sedes, ;Nos puedes explicar
cuales seran y porque finalmente se
decidi6 esta opcion?

El congreso se realizara en tres
edificios colindantes y a efectos practicos
no es mas complejo, ni mas lejano
que cuando se organiza en un palacio
de congresos, 0 en un campus. Los
desplazamientos son de corta distancia y
en un par de minutos se alcanza cualquiera
de las salas. Las ubicaciones elegidas han
sido seleccionadas por su calidad y como
sefalamos anteriormente, tienen como
punto central el Teatro Principal de Palencia
(donde se desarrollaran las sesiones
plenarias), la sala de juntas de la Diputacién
de Palencia, y la sala de congresos
del edificio Abilio Calderon (también de
Diputacion). Se trata de edificios histéricos
ubicados en el mismo centro de Palencia,
con la idea de integrar el congreso en la
vida de la ciudad.
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Fachada de la Diputacion Provincial de Palencia en que tendran lugar Sesiones Simultaneas

El Teatro Principal se ha elegido como
sede principal por su capacidad para albergar
a mas de cuatrocientos participantes, mientras
que las otras dos salas tienen una capacidades
de 100 a 250 personas, suficiente capacidad
para albergar las sesiones simultaneas.

En el programa del congreso se
continua apostando por los cambios
que comenzaron a introducirse en el
anterior Congreso en Lleida como su
duracion y la celebracién de simposios
previos al inicio del congreso. ¢Pero
cuales son las novedades que presenta
este Congreso?

Los cambios en la organizacién del
congreso en cuanto a su distribucion vienen
determinados por las experiencias anteriores,
y por un consenso entre el comité organizador
y el comité cientifico (la directiva de la SEF),

atendiendo en la medida de lo posible a la
opinién expresada por los participantes de
ediciones anteriores en la encuesta que llevo
a cabo la SEF hace unos meses. Seguimos
manteniendo los tres dias de duracion, mas un
cuarto dia de viaje de campo. Con respecto a
los simposios se llevaran a cabo dos, uno sobre
la enfermedad causada por Xylella fastidiosa,
y otro sobre inmunidad en plantas, en la
mafana del primer dia. En esta edicion, hemos
tenido que ajustar la duracién de las sesiones
del congreso al minimo de dias, pero tratando
de mantener el numero de comunicaciones
que se han llevado a cabo en otros congresos,
como bien han expresado los miembros de la
SEF a través de la encuesta. Por ello, hemos
tenido que sacrificar la mesa redonda que
tradicionalmente se desarrollaba en este
congreso, para dar mayor protagonismo a las
sesiones orales.
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En esta edicion se ha apostado por
uno numero importante de ponencias
invitadas tanto de ponentes espanoles
como extranjeros de areas diversas
de la Fitopatologia, ;como ha sido la
seleccion de los ponentes?

Como en el resto de la organizacion del
congreso, la seleccidén ha sido por consenso
entre el comité organizador y el comité
cientifico. Hemos tratado de seleccionar
ponentes con una gran trayectoria y una
dilatada carrera cientifica, que estuvieran
trabajando en temas actuales. Ademas, se ha
intentado dar cabida a las diversas areas de
la fitopatologia. Creemos firmemente que el
numero de ponencias invitadas es adecuado,
y que en general presentan un interés general
para todos los asistentes al congreso. Se
han programado siete conferencias plenarias
invitadas de los siguientes investigadores:

Mike Wingfield (FABI, Sudafrica), Maria
Saponari (Institute for Sustainable Plant
Protection, Bari, Italia), Thomas Gordon

(University of California at Davis), Sophien
Kamoun (The Sainsbury Laboratory), Ricardo
Flores (Instituto de Biologia Moleculary Celular
de Plantas, Valencia), Antonio de Vicente
(Universidad de Malaga) y Mariano Cambra

(Instituto  Valenciano de Investigaciones
Agrarias).

Como estan respondiendo las
entidades locales, autonémicas vy

estatalesrespectoalapoyoalcongreso?

Desde el momento que les
comunicamos la nominaciéon de Palencia
como sede para el XVIll Congreso SEF, las
entidades locales (Ayuntamiento de Palencia,
y Diputacién de Palencia) han mostrado un
gran interés en colaborar, manifestando un
notable entusiasmo por la celebracion de este
evento.

Hay que destacar su disposicion
a cedernos las sedes del congreso, sin
importarles cambiar incluso los calendarios
(con actividades ya previstas para el Teatro
Principal) para poderencajar nuestro congreso.
Con respecto a las entidades autondémicas y

estatales, esperamos un apoyo decidido al
evento, como ya lo hemos tenido para otros
organizados anteriormente.

Y las empresas del sector?

Hemos contactado con numerosas
empresas del sector en busca de patrocinio.
Por ahora tenemos el apoyo de algunas de
ellas, pero necesitamos un apoyo decidido
de un mayor numero para poder desarrollar
un buen congreso. Esperamos este apoyo de
las empresas nacionales y también de alguna
internacional con la que estamos contactando.
Alo largo de los afios algunas han patrocinado
tradicionalmente los congresos de la SEF y
confiamos que sigan haciéndolo y aquellas
que no lo han hecho perseveraremos para que
aporten en la medida de sus posibilidades.

El viernes, cdmo ya es habitual en
nuestros Congresos, estan previstas
dos excursiones técnicas. Qué
destacarias de los lugares que se van
a visitar?

Para esta edicion esta prevista una
visita a pinares afectados por decaimiento que
presentan una gran mortalidad, y a vifiedos
de la zona, con los tradicionales problemas
fitosanitarios del cultivo. La idea es llevar a
cabo la visita técnica a la Ribera del Duero,
donde en la parte ludica podremos disfrutar
de una cata de vinos, y de una comida en las
bodegas especializadas en enoturismo de la
zona.

.Qué aspectos de la ciudad vy
alrededores no nos podemos perder
durante nuestra estancia en Palencia?

La ciudad de Palencia es una ciudad
pequeia que puede recorrerse facilmente a
pie y donde podemos descubrir un sinfin de
joyas arquitectonicas, destacando entre otras
la catedral a la que se nombra como “La Bella
Desconocida”, las iglesias de San Miguel, San
Lazaro, etc. o el Cristo del Otero. Asimismo,
existen varios museos y exposiciones para
visitar, y todo ello cerca de las sedes del
congreso. Tenemos ademas otros atractivos
propios de una ciudad pequefa y tranquila:

9
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Palencia es la segunda ciudad de Espaia
en superficie de zonas verdes, después de
Vitoria. Para aquellos que quieran ir un poco
mas lejos (como los acompafantes) existen
opciones para visitar en la provincia: el canal
de Castilla y sus impresionantes esclusas,
la villa romana de La Olmeda, San Martin
de Frémista, asi como un rico patrimonio
de romanico del norte de la provincia (el
denominado Pais Romanico). Para los
que quieran disfrutar del paisaje, pueden
acercarse al Cerrato Palentino (la Toscana
espafola), en el sur de la provincia, o a la
montana Palentina en el norte, a la que se
llega atravesando las llanuras de nuestra
famosa Tierra de Campos. La informacion
detallada al respecto se facilitara a los
asistentes tanto en el congreso como a
través de la pagina web.

Y para finalizar, ;Qué consejos te
gustaria transmitir alos socios a poco
mas de medio ano para la celebraciéon
del congreso?

Es nuestra intencidén que el congreso
sea lo mas provechoso posible desde el
punto de vista cientifico y lo mas agradable
posible desde el punto de vista personal.
En la parte cientifica, vamos a tratar de dar
un participacion a todos los grupos, que
como en los ultimos congresos volveran a
poner de manifiesto el alto nivel en el que
se encuentra la fitopatologia en Espafia.
Recomendariamos a todos los socios
que no pierdan la ocasion de participar
en nuestro congreso, por esto y porque
creemos firmemente que merece la pena
conocer nuestra ciudad.

Palencia sorprende al viajero, tanto por lo desconocido de sus
tesoros artisticos, como por la variedad y belleza del paisaje, como por
la calidez de sus gentes. Y todo esto vamos a tratar de transmitirlo al
congreso. “Tienes que venir a Palencia SEF 2016, que no te lo cuenten”

XVIll Congreso

de la Sociedad Espanola

4 FITOPATOLOGIA

PALENCIA 2016

www sef20168.c0m
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Una llamada a la sensatez... y a la necesidad
de apreciar y valorar la evidencia cientifica
sobre Xylella fastidiosa

Ladevastacionde olivares enlaApuliaitaliana causada porlaenfermedad
denominada ‘Decaimiento Subito del olivo’, que fue detectada por primera vez
en Octubre del aino 2013 y con la cual esta asociada una estirpe especifica
de una bacteria de cuarentena en la Union Europea denominada Xylella
fastidiosa, concretamente la subespecie pauca, ha causado un notable
impacto en los Sectores Oleicola y de la Sanidad Vegetal en Espaia por
las potenciales repercusiones que podrian tener lugar en caso de que se
produjera la introduccién de dicha bacteria en nuestro pais.

Tras la primera deteccién de la bacteria
en ltalia, la UE establecio acciones legislativas
de obligado cumplimiento que dieron lugar a la
puesta en marcha de medidas para contener
su expansion mas alla de la zona de primera
deteccién,eimpedirque pudieseserdispersada
a otras zonas oleicolas en la UE mediante la
distribucion de material vegetal infectado. Al
mismo tiempo, un grupo de investigadores
del CNR de Bari liderado por los Drs. Boscia
y Saponari inicid un esforzado programa de
investigacion fitopatologica, merecedor de
nuestro aplauso y admiracioén, que determino
la naturaleza especifica y el genoma de la
bacteria causal antes indicada, desarrolld
un protocolo para el diagnostico molecular
de ella, e identifico los insectos chupadores
de xilema que propician la diseminaciéon
y trasmision de la misma. Todo ello en un
tiempo récord, digno de elogio, para los que
al compartir profesién en la investigacion
fitopatoldgica con los colegas italianos, somos
experimentados conocedores del esfuerzo en
tiempo y recursos (personales y monetarios)
que requiere poder completar tales logros
cientificos. Los resultados referidos han
sido publicados en revistas fitopatoldgicas
internacionalmente reconocidas, tras ser
sometidos al proceso de revision por pares
anénimos que confiere conviccidon a la
investigacion cientifica y sostiene el avance
del conocimiento sobre problemas como
el que nos ocupa, y la significacién de los
mismos ha sido reconocida por sus colegas
y propiciado que hayan sido recogidos como

noticia de impacto por la revista Nature, una
de las revistas cientificas de mayor prestigio a
nivel mundial.

Sin embargo, a pesar de dicho
reconocimiento, los Drs. Boscia y Saponari,
junto con otros cinco investigadores y tres
responsables del Servicio de Proteccion
Vegetal de la Region de Apulia, se estan viendo
sometidos a un proceso de investigacion por
la Fiscalia de Lecce, como consecuencia
de la acusacion no documentada por parte
de organizaciones medioambientalistas, de
ser responsables de la introduccion de la
bacteria en lItalia con ocasion de un Curso
Internacional que tuvo lugar en el Instituto
Agronémico Mediterraneo de Bari (IAMB) en
el ano 2010. Este proceso fiscal sigue a otro
que fue desestimado hace meses, después
de que se demostrara que la estirpe de X
fastidiosa subsp. pauca identificada en los
olivos afectados en la Apulia es idéntica a la
detectada en plantaciones de cafeto en Costa
Rica, pais desde el que durante los ultimos afios
se han producido repetidas introducciones de
la bacteria en plantones de cafeto importados
en varios paises de la UE. Ademas, los Drs.
Boscia y Saponari (que no pertenecen al IAMB
ni participaron en ese Curso Internacional) y
otros investigadores inculpados han informado
documentalmente que la estirpe de la bacteria
utilizada en el Curso del IAMB era originaria
de vid en California y pertenece a X. fastidiosa
subsp. fastidiosa no patogénica de olivo
pero si de vid. La inculpacion por la Fiscalia

11
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Olivo severamente afectado por el Decaimiento Subito asociado a infecciones
por la bacteria Xylella fastidiosa subsp. pauca en la provincia de Lecce
(Peninsula de Salento, Italia) Foto BB Landa & JA Navas

contiene otro aspecto desconcertante
porque manifiesta una clara contradiccion
l6gica: mientras que por un lado los
magistrados desestiman que la informacion
cientifica disponible sostenga la existencia
de una verdadera relacién causal entre
la bacteria y el Decaimiento Subito del
olivo, por otro acusan a los investigadores
de haber propiciado la diseminacion de
la bacteria en la Apulia. Por tanto, no se
acierta a comprender la base en la que se
fundamenta la acusacion: ¢ se les acusa de
diseminar una bacteria que no es la causa
de la muerte de los olivos que caracteriza a
la enfermedad?.

Ademas del injusto proceso
inculpatorio al equipo investigador, la
Fiscalia de Lecce ha ordenado la inmediata
paralizacion de las medidas de contencion
que se venian aplicando en las zonas
olivareras afectadas y préximas en laApulia,
medidas cuya oportunidad esta refrendada
por el conocimiento cientifico y cuya
interrupcidn abre todas las posibilidades
para propiciar la expansion geografica de
la bacteria a toda Europa. Mientras tanto,
la UE ha iniciado procedimientos contra
Italia por infringir la legislacién vigente y
causar retrasos en la ejecucion del plan de
contencion contra esta enfermedad.

En este escenario, no tenemos duda
alguna de que X. fastidiosa subsp. pauca
sera actor ganador entre todos los actores
implicados en este asunto y de que ltalia
tendra que pagar sanciones a la UE. Y
lo mas desalentador es que, como ha
ocurrido muchas veces en la historia de la
ciencia, pasara mas de una década para
que se ofrezcan disculpas publicas a los
investigadores que han hecho sus deberes
y realizado su trabajo de forma rigurosa,
“‘dejandose la piel” en ello.

Como ocurriera anteriormente, el
proceso inculpatorio abierto por la Fiscalia
de Lecce ha sido recogido por la revista
Nature y el periodico The Washington
Post del 23 de diciembre de 2015, y
contra él se han pronunciado, en apoyo
inequivoco de los investigadores italianos,
la Asociacion de Sociedades de Agronomia
de ltalia junto con diversas Sociedades
Fitopatolégicas de Espafia, los EE UU y
la UE. Ademas, el contenido de la noticia
en inglés ha sido difundido repetidamente
en Espana mediante textos online.
Desafortunadamente, estos textos no se
han ajustado suficientemente al original
por la extension y contenido traducido, y
parecen haber sido tomados de fuentes no
del todo precisas. Todo ello ha dado lugar
a interpretaciones incorrectas del hecho,
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ha incrementado la preocupacion generada
por la noticia en nuestro pais, y ha contribuido
a sembrar dudas sobre la actuacion rigurosa
de los investigadores italianos. Por otro lado,
2 anos después de la identificacion de la
bacteria en la zona de Gallipoli (provincia de
Lecce, Apulia), la enfermedad del olivo y lo que
la rodea son objeto de tertulias, comentarios y
debates en las calles, bares y redes sociales
de Salento, en las que se postulan un numero
inimaginable de teorias conspiratorias que
van desde la intencionalidad de compafiias
multinacionales para promover la venta de sus
productos pesticidas, laimplicacion de la mafia,
los intereses inmobiliarios, etc. Confiemos
en que estas especulaciones no lleguen a
recibir ni siquiera el crédito de algunos oidos
en nuestro pais, tan receptivos ultimamente a
noticias de la prensa sensacionalista.

Desde nuestro punto de vista, los
hechos que relatamos son un ejemplo mas de

la insuficiente penetracion del conocimiento
cientifico que todavia persiste en la sociedad
actual, en contraposicion conladesconcertante
disposicion a dar valor a la opinidon sostenida
por la emocion o los sentimientos, pero carente
de soporte factual. Desalienta constatar como
continua produciéndose lo que sabiamente
advirtiera Bertrand Russell hace mas de 50
afios “... cuando estudiemos o consideremos
cualquier tema preguntémonos unicamente
cuales son los hechos y cual es la verdad
que revelan, y nunca dejemos que nos
desvie lo que deseamos creer o0 lo que mas
nos pueda beneficiar si asi fuese creido...”.
Las instituciones educativas, las sociedades
cientificas y los organismos publicos de
investigacion tienen todavia un largo trecho
por recorrer para propiciar que la ciencia
permee la sociedad y las decisiones para
afrontar los problemas que amenazan nuestro
bienestar se basen en el conocimiento y no en
las opiniones.

Blanca B. Landa del Castillo y Juan A. Navas Cortés (Instituto de Agricultura Sostenible (IAS),
CSIC; Cordoba). Maria Milagros Lépez (Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA),
Moncada, Valencia). Rafael M. Jiménez Diaz (IAS-CSIC y ETSIAM, Universidad de Cordoba,
Campus Rabanales, Cordoba).

Vista de un olivar devastado por el Decaimiento Subito asociado a infecciones por la bacteria Xylella
fastidiosa subsp. pauca en la provincia de Lecce (Peninsula de Salento, Italia). Foto: B.B. Landa

13




.MASTERS

MASTERS

14

MASTER OFICIAL EN BIOTECNOLOGIA AGROFORESTAL
Fechas: 2016 y 2017

Fx ?— : -\ )
g_ 2 INTERNATIONAL
o CAMPUS OF .

YeMZaNTN | EXCELLENCE

“Engineering the future” AG RGNDM DS
ETSIAUPM

Preinscripciéon: 1 febrero a 30 abril de 2016,
y 18 de mayo a 30 junio de 2016

INFORMACION: http://www.etsia.upm.es/master_biotechnology

PlantHealth — European Master Deqgree in PLANT HEALTH IN
SUSTAINABLE CROPPING SYSTEMS

Fechas: 2016 y 2017

Plant Erasmus+

Health

Preinscipcidon: 16 de diciembre de 2015 a 16 marzo de 2016
INFORMACION:http://www.planthealth.upv.es

MASTER EN SANIDAD VEGETAL - 42 EDICION
Fechas: 2016 y 2017

\ ' u‘;,r CF Pl it
Master
SANIDAD —_—
-J VEG ETAL [ ——

Preinscipcion: 1 de mayo a 10 de junio de 2016
Matricula: 1 a 20 de julio de 2016
INFORMACION: http://mastersanidadvegetal.es



TESIS

iego Olmo Garcia

Ha defendido el dia 8 de enero de 2016 en la Universitat Politécnica
de Valencia (UPV) su Tesis Doctoral titulada: “Etiologia y control de
las enfermedades fungicas de la madera del almendro en la isla de
Mallorca”, realizada bajo la direccion del Dr. Josep Armengol Forti
(Instituto Agroforestal Mediterraneo, UPV) y el Dr. David Gramaje Pérez
(Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino de La Rioja). El tribunal estuvo
compuesto por el Dr. Antonio Trapero Casas (Universidad de Cérdoba),
la Dra. Paloma Abad Campos (UPV), y el Dr. Jordi Luque Font (Institut
de Recerca i Tecnhologia Agroalimentaries de Cabrils). La Tesis recibio la

calificacién de Sobresaliente Cum Laude por unanimidad.

El autor junto al tribunal y directores de la Tesis Doctoral. De izquierda a derecha: Jordi Luque, Josep
Armengol, Diego Olmo, Antonio Trapero, David Gramaje y Paloma Abad

El almendro es uno de los principales
cultivos de Mallorca. Desde el afio 2008, en
parcelas de diferentes zonas de la isla se
ha constatado la presencia de sintomas de
decaimiento de ramas y muerte de almendros,
que recuerdan en gran medida a los que
diferentes autores han descrito en otras zonas
del mundo causados por hongos patégenos
de la madera en diversos cultivos (Figura 1).
Para estudiar la etiologia de esta problematica
se realizaron prospecciones en parcelas de

almendros distribuidas en las principales
comarcas de cultivo de la isla durante seis
afos consecutivos (2009-2014). En estas
prospecciones se caracterizaron los sintomas
y se tomaron muestras que se analizaron
en laboratorio. Los sintomas observados
frecuentemente  fueron: clorosis foliar,
decaimiento generalizado y muerte de ramas,
que se asociaban con sintomas internos en
la madera, tales como: necrosis sectoriales,
punteaduras y anillos oscuros en la zona
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vascular o presencia de madera esponjosa
(Figura 2). En los analisis de laboratorio
se obtuvieron 14 especies fungicas
de muestras de almendro: Collophora
hispanica, Diplodia olivarum, D. seriata,
Eutypa lata, E. leptoplaca, Fomitiporia
mediterranea, Neofusicoccum luteum, N.
mediterraneum, N. parvum, Omphalotus
olearius, Phaeoacremonium amygdalinum,
Pm. iranianum, Phellinus pomaceus,
Pleurostomophora richardsiae 'y dos
especies encontradas sélo en muestras de
una parcela de albaricoqueros situada junto
a parcelas de almendros: Pm. minimum vy

Pm. venezuelense. Entre las especies
identificadas en almendro, C. hispanica y
Pm. amygdalinum son dos nuevas especies
fungicas que han sido descritas a partir de
aislados obtenidos en las prospecciones
realizadas. Las especies mas frecuentes en
las parcelas de almendro estudiadas fueron
P. richardsiae y D. seriata, seguidas por las
otras especies pertenecientes a la familia
Botryosphaeriaceae y por C. hispanica.
Las especies que se aislaron con mayor
frecuencia, fueron a su vez las que tuvieron
una distribucion mas amplia; presentes en
mas comarcas.

Figura 1. Sintomas externos de clorosis de hojas, seca de brotes, decaimiento, marchitez y

colapso de ramas, asociados a hongos de la madera en almendro

Posteriormente, se estudid Ia
patogenicidad a almendro de algunas de las
especies detectadas. Concretamente, se
realizaron dos ensayos de patogenicidad,
el primero de ellos se llevé a cabo durante
dos afos consecutivos (2013 y 2014) con
las cinco especies de Botryosphaeriaceae
(D. olivarum, D. seriata, N. luteum, N.
mediterraneum y N. parvum) y las dos
de Diatrypaceae (E. lata y E. leptoplaca)
aisladas en las prospecciones, que se
inocularon en arboles de 1 a 2 afios de
cuatro variedades diferentes de almendro
(‘Jordi’, ‘Ferragnes’, ‘Pons’ y ‘Vivot)

plantados en una parcela experimental. El
ensayo se evalud transcurridos 9 meses
desde la inoculacién, midiendo la longitud
total de las necrosis internas producidas.
En este primer ensayo se demostro la
patogenicidad a almendro de las siete
especies que se ensayaron. Las especies
que causaron las lesiones de mayor
longitud fueron N. luteum el primer afio de
ensayo, y N. parvumy N. mediterraneum el
segundo afo. En ambos afios, la especie
que causo las lesiones de menor longitud
fue E. leptoplaca. Ademas, se observo que
la dimension de la lesion producida por el



Figura 2. Corte transversal de unarama Figura 3. Necrosis interna en almendros de la variedad ‘Ferragnes’

de almendro en la que se observan causada seis meses después de la inoculacion con cuatro aislados de

sintomas de necrosis sectorial y puntos C. hispanica: Col-1 (1), Col-3 (2), Col-8.4.2 (3) y Col-9.1.6 (4); 2 aislados

necroticos. de Pm. amygdalinum: Psp-2 (5) y Psp-3 (6); un aislado de Pm. iranianum:
Pir-1 (7); 4 aislados de P. richardsiae: Pri-2 (8), Pri-9.2 (9), Pri-1.3 (10) y
Pri-6.2.1.2 (11); y el control con PDA (12).

hongo inoculado dependia de la variedad de
almendro evaluada. En general, la variedad
‘Jordi’ fue la menos sensible el primer afio
de estudio, y ‘Vivot' y ‘Ferragnes’ lo fueron
el segundo ano. En el segundo ensayo se
estudioé la patogenicidad de las especies C.
hispanica, Pm. amygdalinum, Pm. iranianum
y P. richardsiae en plantones de almendro de
la variedad ‘Ferragnes’ en invernadero. En
este caso, la evaluacion se realizé a los seis
meses de la inoculacion, igualmente midiendo
la longitud de las lesiones necradticas internas.
Todas las especies inoculadas resultaron
patégenas a almendro, siendo P. richardsiae la
especie que causo la mayor longitud de lesidn
(Figura 3). Finalmente, se realizé un estudio
de evaluacion de fungicidas para la proteccién
de heridas de poda frente a la infecciéon por
cuatro especies de Botryosphaeriaceae (D.

Publicaciones derivadas de la Tesis Doctoral:

Olmo, D., Armengol,J., Leon, M., Gramaje, D. 2014. Pathogenicity testing of lesser-known
fungal trunk pathogens associated with wood decay of almond trees. European Journal of Plant

Pathology 143: 607-611.

Olmo, D., Gramaje, D., Agusti-Brisach, C., Ledn, M, Armengol, J. 2014. First report of
Phaeoacremonium venezuelense associated with wood decay of apricot trees in Spain. Plant

Disease 98: 1001.

Gramaje, D., Agusti-Brisach, C., Pérez-Sierra, A., Moralejo, E., Olmo, D., Mostert, L., U. Damm,
Armengol, J. 2012. Fungal trunk pathogens associated with wood decay of almond trees on

Mallorca (Spain). Persoonia 28: 2012: 1-13.

seriata, N. luteum, N. mediterraneum y N.
parvum). Este estudio se llevo a cabo en dos
fases; en primer lugar, una evaluacion in vitro
(reduccion del crecimiento miceliar) con diez
fungicidas vy, posteriormente, una evaluacion
de cinco de estos fungicidas, elegidos entre
los mas efectivos in vitro, aplicandolos en
heridas de poda uno o siete dias tras el corte y
la inoculacion. Como en los casos anteriores,
para evaluar este estudio se midi6 la longitud
de la lesion, pero ademas también se calcul6
el porcentaje de reaislamiento del patdégeno
inoculado en cada caso. Los fungicidas
tebuconazol y piraclostrobin, seguidos de
ciproconazol y metil tiofanato, se mostraron
como los mas efectivos en la evaluacion in
vitro, mientras que el fungicida mas efectivo
para la proteccion de heridas de poda fue el
metil tiofanato.
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ntonio Vicente Sanz Ros

Ha defendido su Tesis Doctoral titulada “Influence of biotic and
abiotic factors on health status of pine forests in northern Spain” en la
Universidad de Valladolid. ETS Ingenierias Agrarias, Campus La Yutera,
Palencia, Departamento de Produccién Vegetal y Recursos Forestales,
Laboratorio de Patologia y Entomologia Forestales que se ha llevado
a cabo bajo la direccion del Dr. Julio J. Diez Casero (Universidad de
Valladolid) y la tutoria del Dr. Michael M. Muller (Natural Resources
Institute, Finland). El tribunal estuvo constituido por los doctores Elena
Hidalgo Rodriguez (Universidad de Valladolid), Fernando Manuel Alvés
Santos (Universidad de Valladolid), Ana Pérez Sierra (Forest Research,
Forestry Commission UK), Oscar Santamaria Becerril (Universidad de
Extremadura) y Maria del Carmen Morales Rodriguez (Universidad de
Munich, Alemania). La Tesis recibié la calificacion de Sobresaliente
Cum Laude con Mencién Internacional.

De izquierda a derecha: Ana Pérez Sierra, Antonio V. Sanz Ros, Julio J. Diez Casero,
Oscar Santamaria Becerril, Maria del Carmen Morales Rodriguez, Elena Hidalgo
Rodriguez, Fernando Manuel Alvés Santos

La sanidad forestal puede serdefinida
como un estado en el que la influencia
bidtica y abiodtica (plagas, polucion,
tratamientos selvicolas, etc.) no amenacen
los objetivos de manejo presentes vy
futuros. Esta Tesis trata de la influencia de
los factores bidticos y abidticos en el estado

sanitario de los pinares en el norte de
Espaia, prestando especial atencion a los
factores a los que las masas de pino estan
sometidos de forma habitual, incluyendo
el clima, suelo y caracteristicas del rodal,
y como componente bidtico los habitantes
ya presentes en los tejidos internos de los
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arboles y su relacion con sus hospedantes,
los pinos. Los objetivos fueron: 1) Identificar
los factores bidticos y abidticos que influyen
en el estado sanitario de las masas de pino
del norte de Espafa; 2) Evaluar los dafios
mas representativos y su comparacion,
tanto cualitativa como cuantitativamente,
entre parcelas de Pinus nigra, P. sylvestris y
P. pinaster en el norte de Espafa, asi como
averiguar si el uso de esta informacion
podria resultar util como criterio que ayude
a la decision del uso de estas especies en
futuras repoblaciones forestales en la zona; 3)

% Plots
Haploxeralf
Xerochrept
0 Xerofluvent
B Xerorthent
Il Xerorthent + Xerofuvent
B Xerumbrept

Explorar las relaciones entre la condicion de
copay los parametros climaticos a largo plazo,
y contribuir al conocimiento de como estos
parametros influiran bajo escenarios futuros
de cambio climatico; 4) Identificar los factores
de sitio que afectan a la condicién de copa en
rodales de pino carrasco (Pinus halepensis
Mill.) en decaimiento; 5) Caracterizar la
comunidad fungica endodfita de ramillos de
Pinus sylvestris L., y determinar si la estructura
de esta comunidad esta relacionada con su
tasa de crecimiento; y 6) Estudiar la influencia
de los factores de sitio, incluyendo parametros

e e

Figura 1. Localizacién de la zona de estudio,

mostrandose las parcelas y los tipos de suelo

climaticos, edaficos y dasométricos (del rodal),
en la distribucion de organismos endofitos
de P. sylvetsris (Figura 1). La Tesis consta
de cinco estudios o capitulos, cuyas lineas
generales son descritas a continuacion.

El capitulo | se centra en los tipos de
dafos mas frecuentes que nos podemos
encontrar en los pinares de la zona de
estudio, incluyendo Pinus nigra, P. pinaster
y P. sylvestris. Es importante conocer esta
informacion para llevar a cabo una correcta
evaluacion sanitaria de las masas y al mismo
tiempo ver cuales son los parametros mas
apropiados para cuantificar el estado del
dosel arbéreo. Los dafios encontrados fueron
principalmente defoliacidon, decoloracién vy
bifurcaciones, siendo la defoliacion el indicador
que parece mas adecuado para la evaluacién
de las masas, ya que es observable en todas

Figura 2. Analisis algoritmico de una fotografia
hemisférica del dosel

las parcelas y reproducible en su evaluacion,
siempre que se sigan los criterios y métodos
descritos (Figuras 2, 3).

El capitulo Il trata sobre la influencia
de los factores climaticos en la condicién de
copa de los pinares. La condicién de copa fue
evaluada a lo largo de un gradiente climatico,
lo cual nos permite comparar dicho estado con
el clima a largo plazo existente en cada punto.
Se ha observado que existe una influencia
de este clima a largo plazo en la condicidn
de copa, de modo que pequefios aumentos
de las temperaturas medias o reducciones
de las precipitaciones medias provocan
aumentos considerables de la defoliacion, lo
cual nos sugiere que la condiciéon de copa
podria empeorar bajo escenarios de cambio
climatico.

En el capitulo Ill se aborda la influencia
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de las caracteristicas del rodal sobre el
estado sanitario de pinares en decaimiento,
tomando como sistema de referencia
la especie Pinus halepensis. En este
caso, ademas de la cuantificacion de la
defoliacion, fue usado un método optico
para la evaluacion del indice de area foliar
como medida del desarrollo de la copa. Se
observo que hay ciertos parametros que
influyen en la condicion de copa, comosonla
edad, la altura de copa, el area basimétrica
y la elevacion. La presencia de organismos
patdgenos primarios y secundarios en esta
zona, junto con las pobres condiciones
del suelo, la sequia y los parametros
del rodal, los cuales estan directamente
influenciados por el manejo que se hace de
éste, son los factores que se discuten para
intentar describir el proceso observado del
decaimiento del pino carrasco, que viene
produciéndose desde hace bastantes anos
en el norte de Espafna para sugerir lineas
de gestion con el fin de minimizar el impacto

del decaimiento.

El capitulo IV trata sobre los
organismos endofitos que habitan en
los tejidos vegetales y su relacion con el
hospedador, en este caso el pino silvestre
(P. sylvestris). Se estudié la diversidad
y equitatividad de la comunidad fangica
enddfita, asi como su composicién de
especies y abundancia en arboles con
diferentes tasas de crecimiento, para
dilucidar si existia alguna diferencia
en la comunidad fangica endodfita. Se
observaron diferencias entre arboles
que crecen rapido y los que crecen lento
en cuanto a la composicién de especies
fungicas, su abundancia y la equitatividad
de su distribucion, sin embargo no fueron
encontradas diferencias en su diversidad.
Ciertos hongos enddfitos fueron asociados
a altas o abajas tasas de crecimiento, lo cual
hace interesante su estudio para evaluar
cuales son los mecanismos por lo que estos

10%

25%

Figura 3. Fotografias de
referencia para la evaluacioén
visual de la defoliacion en
copas de pino
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hongos pueden influir sobre el crecimiento
vegetal y sus posibles aplicaciones. Ademas
se describen tres nuevas especies fungicas
enddfitas paralafamiliaPinaceae, yseisnuevas
para el pino silvestre, lo cual nos recuerda que
desconocemos a dia de hoy una gran parte de

El capitulo V trata la influencia de
los factores de sitio sobre la distribucion
de hongos endodfitos en ramillos de pino
silvestre. Los factores ambientales bajo los
cuales crecen los pinos podrian influir en la
distribucion de hongos enddfitos, ya que

la diversidad fungica enddfita (Figura 4). influyen sobre el desarrollo de su hospedador.
Estos factores de sitio incluyen el suelo, el
clima y las caracteristicas del rodal, las cuales
van a estar determinadas por la gestion
forestal realizada. Los resultados indican
que la presencia y abundancia de algunas
especies enddfitas esta ligada a ciertas
combinaciones de factores ambientales, con
lo cual se confirma la influencia de dichos
factores sobre la distribucién de endofitos.
Ademas se observa que especies endodfitas
que tienen un efecto positivo sobre el arbol,
bien a través de la mejora de su crecimiento
o bien como protector ante patdgenos,
aparecen mas abundantemente cuando las
condiciones climaticas y edafoldgicas son
favorables, mientras las especies que ejercen
una influencia negativa o patogénica estan
asociadas a suelos pobres y ambientes
estresantes.
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Figura 4. Dendrograma de maxima parsimonia
mostrando la diversidad fungica encontrada en
. ramillos de pino silvestre, caracterizada morfolodgica
= y molecularmente.

Publicaciones derivadas de la Tesis Doctoral:

Sanz-Ros, A. V., Valladares, F., Diez, J. J. 2016. Stand factors influencing Pinus halepensis
decline in north-western Spain. Forest Pathology. DOI: 10.1111/efp.12257.

Sanz-Ros, A., Miiller, M., San Martin, R., Diez, J. 2015. Fungal endophytic communities on twigs
of fast and slow growing Scots pine (Pinus sylvestris L.) in northern Spain. Fungal Biology 119
(10): 870-883.

Sanz-Ros, A.V., Pajares, J.A., Diez, J.J. 2008. Influence of climatic variables on crown condition
in pine forest of northern Spain. In: Bravo, F., LeMay, V., Jandl, R., Gadow, K.V. (Eds.) Managing
Forest Ecosystems: The Challenge of Climate Change (1st Edition). Springer, Netherlands, pp.
103-115. ISBN 978-1-4020-8432-6.

Sanz-Ros, A.V., Pajares Alonso, J.A., y Diez, J.J. 2008. Comparacién de dafos forestales entre
especies de pino en repoblaciones del norte de Espana. Cuadernos de la Sociedad Espafiola de
Ciencias Forestales 26: 91-96.
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azmin Monica Landeo Rios

Ha defendido su Tesis Doctoral titulada “Estudio del mecanismo
de accion y efecto sinérgico de la proteina supresora de silenciamiento
p22 del crinivirus Tomato chlorosis virus” en el Instituto de
Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea “La Mayora” (IHSM-UMA-
CSIC) en Algarrobo-Costa, Malaga, que se ha llevado a cabo bajo la
direccion de la Dra. M. Carmen Caiiizares y el Prof. Enrique Moriones.
El tribunal estuvo constituido por los doctores Vicente Pallas Benet
(Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas-CSIC-UPV), Ana
Grande Pérez (IHSM-UMA-CSIC), Carmelo Lépez del Rincén (Instituto
de Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana-UPV), Elvira
Fiallo Olivé (IHSM-UMA-CSIC) y M. Leticia Ruiz Garcia (Instituto de
Investigacion y Formacién Agraria y Pesquera, Junta de Andalucia). La
Tesis recibio la calificacion de Sobresaliente Cum Laude.

De Izquierda a Derecha: Ana Grande, Carmelo Lépez, Enrique Moriones, Yazmin Landeo, M.
Carmen Caifiizares, Elvira Fiallo, Vicente Pallas, M. Leticia Ruiz

Tomato chlorosis virus (ToCV)
pertenece al género Crinivirus dentro

infeccion productiva en planta, el RNA1
puede replicarse independientemente.

de la familia Closteroviridae donde se
engloban los virus de RNA de cadena
sencilla y polaridad positiva de mayor
tamafno y complejidad entre los virus de
RNA de plantas. ToCV posee un genoma
bipartito, donde el RNA1 codifica las
proteinas implicadas en replicacion viral y
el RNA2 las implicadas en encapsidacion,
movimiento y transmision. Aunque ambos
RNAs son necesarios para obtener una

En contraste, el RNA2 es completamente
dependiente de las proteinas codificadas
en el RNA1 para su replicacion. Como ha
sido descrito para otros miembros de esta
familia, ToCV codifica en su genoma hasta
tres proteinas con actividad supresora del
silenciamiento por RNA. Asi, mientras que
en el RNA2 esta funcién supresora del
silenciamiento es llevada a cabo por las
proteinas estructurales CP y CPm, en el
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RNA1 esta actividad supresora es realizada
por una proteina que parece especificamente
dedicada a ello, la proteina p22. La proteina
p22, codificada en el extremo 3" del RNA1
de ToCV, ha sido descrita como una de
las proteinas cuya actividad supresora
del silenciamiento por RNA es de las mas
duraderas a lo largo del tiempo, en ensayos
de expresion transitoria en planta (Cafizares,
et al.,, 2008). En este trabajo nos hemos
centrado en el estudio de esta proteina, donde
la finalidad ultima ha sido conocer el modo en
que, por mediacion de p22, ToCV es capaz de
hacer frente a una respuesta defensiva por
parte de la planta basada en el silenciamiento
por RNA, estando interesados en conocer
también el papel de p22 cuando es expresada
a partir de virus heterdlogos.

Paratodo ello, en primerlugar, yaque en
este grupo de virus laregion del genoma donde

se localiza p22 tiene implicaciones evolutivas,
hemos realizado un estudio de la variabilidad
genética de la regidon del RNA1 que codifica
p22 en aislados de ToCV de tomate y pimiento.
Estos resultados han mostrado que se trata
de secuencias muy conservadas, en donde
la poca variabilidad existente se concentra
en la region carboxilo terminal de la proteina.
Aunque altamente conservadas, el analisis
filogenético mostré una clara separacion de
las secuencias de p22 en 2 grupos, llamados
tipo | y tipo Il (Figura 1). Ensayos de supresion
de silenciamiento realizados con proteinas
del tipo | y II, mostraron una similar duradera
actividad supresora de silenciamiento a lo
largo del tiempo en ambos casos. Parece,
por tanto, que la presencia de un supresor
de silenciamiento con actividad supresora
de larga duracion es una caracteristica
conservada entre los aislados de ToCV.
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Figura 1. Arbol filogenético basado en las secuencias aminoacidicas de p22 de los aislados de Tomato chlorosis
virus (ToCV) analizados en este trabajo usando el programa MEGA 5.0 obtenido mediante el método del vecino
mas proximo. Se muestran los valores del Bootstrap mayores del 50% en los nodos. Para cada aislado de ToCV
se indican la planta huésped y el origen geografico del que procede (MA=Malaga, AL=Almeria, MU=Murcia). Los
aislados provenientes de pimiento se resaltan en cajas negras. También se han incluido las secuencias de p22 de
los aislados de Florida, Grecia, Brasil y China disponibles en las bases de datos (Numeros de acceso en GenBank:
AY903447, EU284745, JQ952600, KC709509, KF018289, respectivamente).
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Una vez confirmado que codificar una
proteina con actividad supresora de larga
duracién parecia ser importante para las
poblaciones de ToCV, el siguiente objetivo
consistié en conocer el posible mecanismo
de accidon responsable de la misma. Asi,
la realizacion de ensayos de union in vitro
mostro que p22 une preferentemente RNAs
de doble hebra (dsRNAs) de tamafio largo,
interfiriendo con la accién de corte de Dicer,
inhibiéndose de este modo la generacion
de RNAs pequenos (sRNAs) (Figura 2). La
actuacion de p22 en este punto temprano
de la cascada de silenciamiento, podria
ser una de las razones de esta actividad
supresora de larga duracion, ya que se
bloquearia desde un primer momento la
generacion de sRNAs. Estos resultados in
vitro se correlacionaron con los obtenidos
en ensayos de supresion de silenciamiento
inducidos por construcciones en horquilla in
planta.

Una vez conocido uno de los posibles
mecanismos de accion de p22 cuando ésta
se encontraba aislada de su contexto viral,
el siguiente objetivo consistio en conocer
como p22, durante el ciclo de infeccion viral,
mediaba frente a una respuesta defensiva
de la planta basada en el silenciamiento por
RNA. Ya que, entre los componentes de la
cascada de silenciamiento, RDRG6 juega un
papel fundamental en defensa antiviral, se
comenz6 estudiando si RDRG6 tenia algun
papel en defensa frente a ToCV. El notable

incremento en los niveles de acumulacion
de ToCV observado en plantas defectivas
para la expresion de RDRG6 (plantas RDRG6i),
comparado con los de plantas silvestres,
indicaban que éste era el caso. Para conocer
si durante el proceso de infeccion viral, p22
tenia algun papel frente a este componente
de la cascada de silenciamiento, se
cre60 un mutante de deleciéon de p22 de
ToCV (ToCVAp22). En primer lugar se
estudié el papel de p22 durante el ciclo
de infeccion viral en ensayos a nivel local.
Curiosamente, los resultados mostraron
que la ausencia de p22, ademas de no
afectar a la replicacion del RNA1, estaba
asociada con la desregulacion del ratio de
cadenas positivas y negativas del virus,
aumentando estas ultimas, no teniendo
RDRG6 ningun efecto apreciable a este nivel.
En el caso de ToCVAp22 el incremento en
cadenas negativas correspondientes al
RNA1, que resulta en un incremento en
los niveles de acumulaciéon de cadenas
positivas a partir de las cuales las proteinas
requeridas para la replicacion podrian
traducirse, no se correlaciond con un
incremento en los niveles de acumulacién
del RNAZ2. Por otra parte, los ensayo a nivel
sistémico mostraron que aunque el mutante
ToCVAp22 tenia reducida la capacidad
de infectar sistémicamente plantas de N.
benthamiana silvestres, esta capacidad
era rescatada en plantas RDRG6i, lo que
indicaba la existencia de una conexion
entre p22 y RDRG.

marcadar

Substrato dsRNA

Producto cortado

22 nt =-—

Figura 2. La proteina p22 de Tomato chlorosis
virus protege al dsRNA de mayor tamafio de la
accion de corte mediada por la enzima RNasa
Il (homdloga a Dicer). EI dsRNA de 562 pb
marcado con digoxigenina (DIG) fue incubado
con la proteina p22 (calles 2, 3 y 4) o la proteina
S-adenosilhomocisteina hidrolasa (SAHH) (calles
5 y 6) antes de ser cortado por la RNasa lIl.
Las concentraciones de proteina utilizadas se
indican en cada calle. Los productos cortados
fueron separados en gel de agarosa al 1%. Como
marcador se us6 un RNA de 22 nt de tamano
sin marcar que corri6 en una calle paralela y
que fue tefiido con bromuro de etidio antes de la
transferencia y corte (izquierda). Los productos
cortados marcados con DIG fueron transferidos
a una membrana de nylon y detectados usando
un anticuerpo frente a digoxigenina y un sustrato
quimioluminiscente. Se indican las posiciones del

dsRNA precursor y del producto cortado.




Figura 3. Sintomatologia observada a 15 dias post-infiltracién en plantas
de N. benthamiana agroinoculadas con un vector PVX vacio (PVX) o
conteniendo la proteina p22 de ToCV (PVX.p22).

Por ultimo, y ya que las proteinas
supresoras de silenciamiento estan
frecuentemente asociadas a interacciones de
tipo sinérgico, el ultimo objetivo de esta tesis
consistio en estudiar el efecto de la expresion
de p22 apartirde los virus heterdlogos Tobacco
rattle virus (TRV) y Potato virus X (PVX).
Estos resultados mostraron que, aunque se

conducia a la muerte de la planta cuando p22
se expresaba a partirde ambos virus (Figura 3),
s6lo en el caso de TRV, éste iba acompafado
de un aumento en los niveles de acumulacién
viral. La expresion heteréloga de p22 no era
capaz, sin embargo, de complementar a
mutantes de virus defectivos en la expresion
de proteinas con actividad supresora.

produjo un fuerte sinergismo en sintomas que

Publicaciones derivadas de la Tesis Doctoral:

Landeo-Rios, Y.M., Navas-Castillo, J., Moriones, E., Canizares, M.C. 2015. Genetic diversity and
silencing suppression activity of the p22 protein of Tomato chlorosis virus isolates from tomato
and sweet pepper. Virus Genes 51: 283-289.

Landeo-Rios, Y.M., Navas-Castillo, J., Moriones, E., Cafizares, M.C. 2016. The p22 RNA silencing
suppressor of the crinivirus Tomato chlorosis virus preferentially binds long dsRNA preventing
them from cleavage. Virology 488: 129-136.

Y otorgado el siguiente reconocimiento:

Premio SEF 2013 por el trabajo: “Papel de la proteina supresora p22 del crinivirus Tomato
chlorosos virus durante el proceso de infeccion viral y efecto sinérgico”, durante el Congreso
Latinoamericano y XXII Congreso Peruano de Fitopatologia, Lambayeque, 2013, Peru (Boletin
SEF n°84, pag. 24, Diciembre 2013).
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Malaga). La Tesis Doctoral obtuvo la calificacion de Sobresaliente Cum
Laude.

De Izquierda a Derecha: Leonardo Velasco Arjona, Juan José Lépez-Moya
Gomez, Cristina Martinez Moncayo y Antonio Olmos Castello



TESIS |

Las enfermedades producidas por
virus causan danos e importantes pérdidas
econdmicas en los principales cultivos.
Para poder implementar estrategias
de control y minimizar las perdidas, es
necesario profundizar en el conocimiento
sobre la variabilidad genética y evolucion
de las poblaciones virales, sobre todo para
poder establecer programas adecuados
de busqueda de fuentes de resistencias
gue puedan ser incorporadas a variedades
comerciales. Por otra parte, también es
muy importante incrementar el conocimiento
sobre los mecanismos que desencadenan los

cultivos de tomate y pimiento.

Se ha realizado un estudio de la
variabilidad genética y evolucién del PMoV
mediante el analisis de las secuencias
nucleotidicas de los genes 2b y la proteina
de cubierta (CP) a partir de aislados
recogidos en diferentes paises. El analisis
filogenético mostr6 que los aislados de
PMoV se agruparon en diferentes clados.
La diversidad nucleotidica de los genes 2b y
CP fue baja (0,062 £+ 0,006 y 0,063 £+ 0,006
para 2b y CP, respectivamente), aunque mas
alta que la observada en otros ilarvirus. La

distribucion de las sustituciones sindnimas
y no sindnimas revelaron que las proteinas
2b y CP se encontraban bajo seleccién
purificadora con algunas posiciones bajo
seleccion diversificadora. También se
detectaron fenémenos de intercambio
genético entre aislados espanioles.

procesos patolégicos una vez han infectado
el hospedador.

En el presente trabajo se han realizado
estudios dirigidos a caracterizar molecular y
biologicamente el virus del moteado de la
parietaria (PMoV). Este virus pertenece al
geénero de los llarvirus dentro de la Familia
Bromoviridae, y se han identificado diversos
aislados que infectan y causan dafos en

Asimismo se ha caracterizado
biolégica y molecularmente un aislado del

Figura 1. Sintomas inducidos por los aislados CR8 y T32 del virus del moteado de la parietaria (PMoV) en
diferentes especies hospedadoras. Los paneles A y G muestran los sintomas de mosaico y deformacién
foliar inducidos en plantas de N. benthamiana por los aislados CR8 y T32, respectivamente. El panel
B muestra los sintomas de mosaico, aclaramiento nervial y necrosis inducidos por el aislado CR8 en
plantas de N. glutinosa mientras que el panel H muestra los sintomas de mosaico y aclaramiento nervial
(no se aprecian lesiones necréticas) en esta especie inducidos por el aislado T32; El panel C muestra
los sintomas de mosaico y deformacion foliar inducidos por el aislado CR8 en plantas de C. quinoa
mientras que el panel | muestra los sintomas descritos anteriormente pero con necrosis inducidos por el
aislado T32 en esta especie; Los paneles D y J muestran sintomas de mosaico y necrosis inducidos en
plantas de G. globosa por los aislados CR8 y T32, respectivamente; El panel E muestran los sintomas
de mosaico y necrosis en tomate (Solanum lycopersicum cv. Marmande) inducidos por el aislado CR8 y
el panel F los sintomas de mosaico inducidos en pimiento (Capsicum annum cv. Mitos) por este mismo
aislado.
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PMoV (aislado T32) obtenido de plantas de
tomate. Para ello, se analiz6 su infectividad
en diferentes especies horticolas (Figura
1) y se obtuvo la secuencia completa de
su genoma.

Los resultados demostraron que T32
era un patotipo diferente al aislado CRS8,
otroaisladode PMoV obtenido de tomate. El
analisis de la secuencia gendmica permitié
identificar diferentes motivos conservados
en otros virus de RNA como los dominios
metiltransferasa y NTPasa/helicasa en la
proteina p1 y el dominio RNA polimerasa
en la p2. Ademas, también se predijeron
estructuras en tallo-bucle en las regiones
terminales no traducidas, con potencial
capacidad de interaccionar con proteinas.
Finalmente se observo que el aislado T32
presentaba la deleccién de un nucleétido
en el inicio del ORF que codifica para la
CP, al igual que la detectada para otros
aislados de PMoV, dando lugar a una CP
16 aminoacidos mas corta que el aislado
de parietaria secuenciado inicialmente.
Finalmente, los analisis de sustituciones
N y S indicaron una presion de seleccion
negativa o purificadora para todas las
regiones genomicas.

Por otro lado, se ha estudiado la
implicacién de la proteina de movimiento
(MP) en el transporte célula a célula del
virus. Mediante analisis bioinformatico se
identificaron dos regiones hidréfilas no
contiguas (R1 y R2) ricos aminoacidos
basicos lisinas y argininas, con una
estructurasecundariaen [ 1-hélice.Ademas,
se utilizaron diferentes aproximaciones
para determinar la implicacién de las
regiones R1 y R2 en la union al RNA,
localizacion en plasmodesmos (PDs) y
movimiento célula a célula. Mediante
ensayos de retardo en gel se demostré que
ambas regiones tienen actividad de union
al RNA, mientras que mediante un analisis
mutacional se observé que la pérdida de
los aminoacidos basicos de estas regiones,
interferia con el movimiento intercelular

del virus. Los estudios de localizacién
subcelular mostraron que la MP de PMoV
se localizaba en los PDs. Los mutantes
disefiados para impedir el movimiento
célula a célula no pudieron acumularse en
los PDs, lo que indicaba que los residuos
basicos en las regiones R1 y R2 eran
criticas para la acumulacion de la MP en
los PDs.

Finalmente, se ha analizado la
implicacién de las proteinas 2b, MP y CP
en la patogenicidad del virus y el posible
mecanismo de induccion de sintomas.
Para esto, se utilizé un vector viral basado
la secuencia del virus X de la patata (PVX)
modificado (pGR107) que permitia Ila
expresion transitoria de estas proteinas
en plantas de Nicotiana benthamiana. Los
resultados mostraron que la proteina CP
inducia fuertes sintomas de enanismo,
mosaico, enrollado foliar. En el caso de la
MP y la 2b, estas indujeron sintomas de
mosaico foliar y enrollamiento en hojas
muy similares a los observados en las
plantas control aunque mas intensos y
duraderos que estas ultimas. Asimismo,
se descartdé que las diferencias de
sintomatologia observadas en las plantas
se debieran a diferencias en el nivel de
multiplicacién viral. Considerando que
en algunos casos las proteinas virales
que actuan como determinantes de
patogenicidad, también son supresores de
silenciamiento (VSR), se analizo si la CP,
MP y 2b presentaban esta actividad. Para
esto, utilizamos una version modificada
del virus del arrugamiento del nabo (TCV)
que permite determinar la actividad VSR
de una proteina. Los resultados obtenidos
mostraron que ninguna de las proteinas
estudiadas presentaba actividad VSR,
ya que no se vio aumentada el area de
los focos de infeccidon tras la expresion
transitoria de dichas proteinas (Figura
2). Estos resultados indicaban que esta
actividad no seria necesaria para la
induccion de los sintomas mostrados por
las tres proteinas virales.
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Figura 2. Imagenes de fluorescencia de los focos de infeccion producidos por transcritos de TCV-
GFP en hojas de N. benthamiana agroinfiltradas previamente con las construcciones pMOG:CP
(paneles A 'y B), pMOG:MP (paneles C y D), pMOG:2b (paneles E y F) y los respectivos controles
pMOG:O (paneles Gy H) y pMOG:HC-Pro (paneles | y J).

Publicaciones derivadas la Tesis Doctoral:
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En los ultimos afios se ha desde 2008 la presencia de la enfermedad
observado una presencia generalizada de ha aumentado notablemente generando
la enfermedad de la telarana en cultivos importantes pérdidas para el sector
espafioles de champiion [Agaricus productivo (Figura 1).
bisporus (Lange) Imbach]. De hecho,



Con el objetivo de aportar
una perspectiva global sobre el
impacto de la enfermedad, en
este estudio se muestrearon
cultivos comerciales espafoles
de champiidn situados en
la comarca productora de La
Manchuela (Castilla-La Mancha)
durante un periodo de dos afos
para estimar la incidencia y la
severidad de la telarafia a lo largo
del ciclo de cultivo, analizando la
estacionalidad de la infeccion y el
material de cobertura empleado
por el cultivador. La telarafa,
detectada en el 32% de las visitas
realizadas, puede aparecer en
cualquier momento durante el afio,
aunque su presencia y severidad
es mayor en otoAo e invierno
que en primavera y verano. La
enfermedad se manifiesta con
mayor frecuencia el avanzar

.

Figura 2. Symptoms of mushroom cobweb disease. a) Fluffy
mycelium growing over the casing layer and carpophores. b)
Mass of conidia as a result of a profuse sporulation. a) Regular
grey-yellow spots or decoloration. b) Brown spots with an ill
defined edge.

el ciclo de cultivo. Los cultivos
en tercera flor son mucho mas a

Disease vs Season

propensos a mostrar sintomas ) Astama

que los de segunda y primera flor | e amter

(Figura 2). - 5 um e
Veinticinco cepas de |Absence

Cladobotryum spp. fueron aisladas

de cultivos comerciales con

sintomas de la enfermedad. Se | b Disease vs Flush

estudio el crecimiento y evolucion ) First

en vitro de las colonias, que [Freseace :l _ ) Second

fueron también caracterizadas = Thied

taxonomica, molecular y

filogenéticamente. Inicialmente "

blancas, las colonias segregan un

pigmento rojo oscuro y carecen

del olor a alcanfor caracteristico
de C. mycophilum. Los conidios
son grandes, baciloformes vy
principalmente uniseptados, y las fialides son
subuludas, afiladas hacia la punta que es
simple y regular. A temperatura ambiente, las
esporas germinaron dos horas después de
sembrarlas en PDA y los tubos germinativos
muestran una alta tasa de crecimiento. El
analisis de las secuencias extraidas revela
un mayor porcentaje de similitud de pares

Figura 2. Incidence of cobweb disease in commercial button
mushroom crops: a) Season; b) Flush.

de bases con cuatro secuencias de C.
mycophilum depositadas en la base de datos
de GenBank. El analisis filogenético mostro
tambiénla mayor proximidad evolutivaavarias
secuencias de C. mycophilum depositabas
en el GenBank. Por lo tanto, el agente causal
de la enfermedad de la telarafia en cultivos
espafioles de champiiion es Cladobotryum
mycophilum (Oudem). W. Gams y Hoozem.
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Figure 4. Cobweb control in Agaricus bisporus
mushroom crops artificially inoculated. a)
Mushroom vyield (kg m-2); b) Crop surface
colonized by cobweb along the crop cycle (days
after casing). C: Control; Cl: Control inoculated;
TBD: Thiabendazole; PCL1: Prochloraz-Mn
1 dosis; PCL2: Prochloraz-Mn 2 dosis; CTL:
chlorothalonil; MTF: thiophate-methyl. F1: frist
flush; F2: second flush; F3: third flush. Different

Figure 3. Pathogenicity of cobweb disease in
Agaricus bisporus mushroom crops artificially
inoculated. a) Mushroom vyield (kg m-2); b)
Crop surface colonized by cobweb along the
crop cycle. R1: Control room. R2: Inoculated
room. F1: first flush; F2: second flush; F3: third
flush. Different letters over the bars, lowercase
between casing materials and upper case
between rooms, show significant differences by
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Fisher's LSD.

Se evalud la patogenicidad de C.
mycophilum inoculando artificialmente un
cultivo de Agaricus bisporus con diferentes
materiales de coberturas. Tres materiales
de cobertura tipo turba y uno mineral han
sido evaluados. La patologia se detecto
en los bloques inoculados, mientras
que bloques control permanecieron
asintomaticos. Los bloques cubiertos con
turba mostraron mayor infeccion que los
de cobertura mineral.

Todos los materiales de cobertura
ensayados expresaron la infeccion. Los
bloques inoculados con la enfermedad
sufrieron pérdidas entre 1% y 13%
debido a la telarafia. Cuanto mayor fue
la precocidad de la infeccién, mayores
pérdidas de rendimientofueronregistradas.
La superficie de cultivo colonizada por la
enfermedad aument6 al avanzar el ciclo
de cultivo, una temprana infeccién supuso
una mayor area de cultivo colonizada
(Figura 3).

letters over the bars, lowercase between casing
materials and upper case between rooms,
show significant differences by Fisher’'s LSD.

Es necesario tratar los brotes de
enfermedad localizados sobre la cobertura
antes de la esporulacion. Esto se debe
hacer cubriendo con papel humedo las
machas localizadas sobre la cobertura
para evitar la liberacion de conidios. Los
meétodos de control, descritos en el trabajo,
deben prevenir la dispersion de las esporas
patégenas, que son secas, faciles de
liberar y de movilizar. Cuando no se tratan
correctamente, los conidios se dispersaran
en los cultivos generalizando la infeccion y
provocando mayores pérdidas.

Varios fungicidas quimicos
utilizados en la industria mundial del
champifion han sido analizados en el
trabajo, con el fin de valorar su eficacia
frente a la enfermedad de la telarana. Se
evaluaron fungicidas con diferentes modos
de accién: clorotalonil, procloraz-Mn,
metiltiofanato y tiabendazol, valorando la
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sensibilidad in vitro de C. mycophilum y A.
bisporus, analizando toxicidad y selectividad
de los fungicidas seleccionados. La dosis
media efectiva (ED50) calculada para los dos
fungicidas tipo benzimidazoles (metiltiofanato
y tiabendazol) fue mayor que la de procloraz-
Mn y clorotalonil. Dos de las cepas analizadas
mostraron sintomas de resistencia a los
fungicidas tipo benzimidazoles. Procloraz-
Mn fue el fungicida mas toxico y selectivo

los tratamientos. La superficie de cultivo
colonizada crecié a lo largo del ciclo de
cultivo. Una mayor precocidad supuso mayor
superficie colonizada por el patdégeno. La
telarafa provoco descensos de rendimiento
de hasta un 17%. La superficie de cultivo
colonizada en el control sin inocular fue
significativa debido a la dispersion conidial
desde bloques inoculados. Un control muy
pobre se logré en los ensayos mediante el

uso de tiabendazol. Metiltiofanato también
demostré ser ineficaz. Los tratamientos
de procloraz-Mn fueron los mas efectivos
para controlar la enfermedad, mientras
que clortalonil registré la menor eficiencia
biolégica de cultivo entre los tratamientos
fungicidas; por lo tanto puede concluirse que
la baja especificidad de este producto podria
haber condicionado la produccion.

entre patdégeno y huésped. Por contra,
clorotalonil mostré la peor selectividad entre
las sustancias evaluadas.

El control de la telarafna en cultivo
mediante fungicidas también se estudid,
tratando el cultivo con los fungicidas
seleccionados y posteriormente inoculando
artificialmente C. mycophilum. La telarafa
se generalizé en la tercera florada en todos
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Congresos:

Parte de los resultados de la Tesis Doctoral se presentaron como comunicaciones orales en el
8th International Conference on Mushroom Biology and Mushroom Products (ICMBMP8), New
Delhi (India) y en las Il Jornadas Argentinas sobre Biologia y Cultivo de Hongos Comestibles
y Medicinales, San Martin (Argentina). Se presentaron también comunicaciones en el XVI
Congreso Nacional de la Sociedad Espafnola de Fitopatologia celebrado en Malaga y en
las VI Jornadas técnicas del champiidn y otros hongos cultivados en Castilla-La Mancha,
Casasimarro (Cuenca).
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Sobresaliente Cum Laude.

Autor de la Tesis: Javier Cabrera Chaves

Los nematodos parasitos de plantas
constituyen una de las principales plagas
para la agricultura, causando pérdidas en
la produccion estimadas en un 12-15% a
nivel mundial cada afo. Entre ellos, los
nematodos endoparasitos sedentarios,
establecen una relacion altamente
sofisticada con la planta, induciendo sus
propias células de alimentaciénenelinterior
de las raices, las células gigantes (CGs) y

los sincitios en el caso de los nematodos
formadores de agallas o formadores de
quistes, respectivamente. En el caso de
los nematodos formadores de agallas
del género Meloidogyne spp., el estadio
de vida libre, juveniles (J2), penetran
en la raiz por la zona subapical y migran
intercelularmente hacia el apice radicular
donde giran para introducirse en el cilindro
vascular. Una vez en el cilindro vascular,



el nematodo se establece y selecciona
entre 5 y 8 células para diferenciarlas
en sus células alimentacion, las CGs
(Figura 1). Las CGs son de un tamafo
alrededor de cien veces mayor a sus
células vecinas del cilindro vascular.
Son células de transferencia que
actuan como sumidero de nutrientes de
la planta para alimentar al nematodo,
causando sintomas como enanismo o
marchitamiento en la parte aérea de las
plantas.

El objetivo general de esta Tesis
fue el de entender los cambios en

la expresion génica que permiten la
diferenciacién de células vasculares
de la raiz en células altamente
especializadas como las CGs. Con
este objetivo, en nuestro grupo
de investigacion se  obtuvieron
previamente los transcriptomas de
los sitios de alimentacion (las CGs
microdiseccionadas por laser y las
agallas) inducidas por M. javanica en dos
plantas modelos como Arabidopsis thaliana
y tomate. Durante la realizacion de esta tesis
se realizé el estudio comparativo de estos
transcriptomas. En primer lugar, pudimos
observar en ambas especies que los
transcriptomas de las CGs y de las agallas
son muy diferentes ya que la mayoria de
los genes diferencialmente expresados en
CGs no se encuentran diferencialmente
expresados en las agallas que contienen
estas CGs, reforzando la idea de la necesidad
del estudio de estas células de alimentacién
aisladas del resto de tejidos para conocer sus
marcas moleculares. Cuando realizamos
un estudio de expresion diferencial de
los transcriptomas de CGs en un estadio
temprano de desarrollo, 3 dias post-
infeccion, observamos una masiva represion
génica en ambas especies. Ademas, en un
analisis de ortologia con un blast reciproco,
pudimos observar que esta represién génica
parece estar conservada en ambas especies,
pudiéndose detectar mas de cien genes
con posibles ortélogos, reprimidos ambos
en las CGs de las dos especies por sélo un

Figura 1. Imagen de las células gigantes inducidas por
Meloidogyne javanica en la linea usada como sensor
de respuesta a auxinas, DR5::GUS en Arabidopsis a
los 4 dias post- infeccion. La actividad GUS es muy
fuerte en las células gigantes y en las células vecinas
en el cilindro vascular. El nematodo ha sido coloreado
en rosa para facilitar su visualizacion.

gen comunmente inducido. Entre los genes
comunmente reprimidos se encuentran
significativamente enriquecidos aquellos que
codifican genes de defensa, enzimas del
metabolismo secundario o peroxidasas. Entre
estas peroxidasas, el gen TPX1 reprimido en
las CGs de lineas susceptibles de tomate y
en sus agallas, mientras que esta altamente
inducido en agallas de plantas resistentes.
Ademas, la sobreexpresion de esta
peroxidasa en la linea susceptible conlleva
una reduccion en los parametros de infeccion
y en el tamano de las CGs desarrolladas.
Parece por tanto que esta masiva represion
génica en los sitios de alimentacion de los
nematodos, pueda tener un papel relevante
para el correcto desarrollo de la infeccion.
Muchos mecanismos de represion de genes
estan mediados por small RNAs (sRNAs),
por ello, se estudio la regulacion y el posible
papel de los RNAs de pequefio tamafio
(sSRNAs) en la masiva represion génica
encontrada en CGs. Se generaron seis
librerias de sRNAs que se secuenciaron, tres
de ellas muestras independientes de agallas
a 3 dias post infeccién y las otras tres de
segmentos de raices control. Las principales
diferencias se encontraron en las secuencias
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de 21 y 24 nucledtidos, correspondientes
a miRNAs y rasiRNAs respectivamente.
En el primer caso, tras un andlisis de
expresion diferencial, se obtuvieron
51 mRNAs reprimidos y 11 inducidos.
Entre los inducidos se encontraba el
miRNA390a, que en colaboracion con
otro sRNA intermediario, el tasiRNA3a,
participa en la cascada de sefializacién
mediada por auxinas para la formacién de
las raices laterales. Mediante el uso de
lineas delatoras y lineas sensoras, lineas
con pérdida de funcion, PCR cuantitativa 'y
ensayos de infeccion, pudimos demostrar
que ambos sRNAS, el miRNA390a vy el
tasiRNA3a, se encontraban inducidos
y eran funcionales en las agallas y CGs
inducidas por M. javanica, ya que lineas
de pérdida de funcion tenian reducidos los
indices de infeccion y el tamafno de las CGs
era menor que en las lineas control. Tras
esta masiva generacion de datos mediante
estudios holisticos, decidimos crear una

base de datos de los transcriptomas de
los sitios de alimentacion de nematodos
fitoendoparasitos inducidos en Arabidopsis
a la que llamamos “NEMATIC”. Ademas,
afadimos otras bases de datos y otros
transcriptomasderelevanciaparael estudio
de esta interaccion con el fin de facilitar
la seleccion de genes para posteriores
estudios funcionales. NEMATIC se usé para
la comparacion de los genes inducidos en
CGs y agallas con aquellos enriquecidos
en los diferentes tipos celulares de la raiz.
Se observé un enriquecimiento de los
genes caracteristicos de tipos celulares
indiferenciados de la raiz como el centro
quiescente o las células fundadoras
del periciclo asociado al xilema que
originan los primordios de raiz lateral.
Pudimos demostrar que uno de los genes
marcadores de estas células fundadoras,
el LBD16, se induce especificamente en
las agallas inducidas por el nematodo
(Figura 2) y por sus secreciones.

Figura 2. A) Agalla de 4 dias post infeccion en la linea transgénica de trampa de promotores
J0192 en la que la expresion de la GFP esta dirigida por el promotor del gen LBD16. B) Agalla
a 7 dias post infeccion formada en la linea pLBD16:GUS.

Ademas, lineas mutantes para
este gen mostraron una reduccion en el
indice de infeccidn y en el tamafio de las
CGs. Sin embargo, LBD16 no se induce
en los sincitios inducidos por nematodos
formadores de quistes de la especie
Heterodera schachtii. Por ultimo, hemos
desarrolladounnuevométododefenotipado
en las CGs mediante reconstruccion

tridimensional. Tras seccionar una agalla
completamente y tomar fotografias de
todas las secciones seriadas, se utilizo el
programa TrakEM2 para la alineacion, por
rotacién y traslacion, de las secciones y el
posterior marcaje individual de cada CG.
Esto nos permitio obtener reconstrucciones
3D de las CGs, observando por primera
vez su morfologia (Figura 3). Esto nos ha



permitido obtener datos cuantitativos
de los volumenes ocupados por CGs
individuales y por todo el grupo de
células en el interior de una agalla.
A este respecto, observamos que el
parametro mas relevante con una alta
correlacion con los tiempos de infeccidn,
es precisamente el volumen de todo el
pool de células en la agalla. Ademas,
proponemos su utilidad para evitar
errores en el fenotipado de las mismas
en cuanto a su numero y posicion
debido a su morfologia irregular.

Como conclusiones de esta
tesis, hemos mostrado la existencia
de una represion génica masiva en
las CGs, conservada entre especies
y necesaria para la progresion
de la infeccion de los nematodos
formadores de agallas Esta represion
esta mediada en parte por miRNAs
y tasiRNAs y posiblemente por
rasiRNAs. Ademas, mostramos la
importancia de las divisiones de las
células fundadoras del periciclo para
la formacioén de las CGs y las agallas,
y el importante papel del LBD16 y
del miRNA390a en este proceso.
Todo ello indica un paralelismo con
la ruta mediada por auxinas para la
formacion de la raiz lateral. También
propusimos un método de fenotipado

estandarizado para evaluar el tamafno Figura 3. Imagen con la reconstruccion 3D de 20 células
de las CGs. gigantes inducidas por los nematodos formadores de
agallas en las raices de Arabidopsis.
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Mediante las investigaciones de esta tesis doctoral se han evaluado nuevos
tratamientos de poscosecha con soluciones acuosas de preservativos alimentarios, como
el sorbato potasico o el benzoato sodico, choques breves de dioxido de carbono y oxigeno,
fumigaciones con amoniaco, y combinaciones de algunos de estos tratamientos para
el control de las podredumbres verde y azul de los citricos, causadas respectivamente
por los hongos patégenos Penicillium digitatum y Penicillium italicum. La implementacion
potencial de alguna de estas tecnologias novedosas podria contribuir a la necesaria
reduccion del uso de fungicidas quimicos contaminantes en poscosecha de frutos citricos.
Por otra parte, se ha determinado el efecto de la especie y cultivar del fruto huésped en su
susceptibilidad a las mencionadas podredumbres y se ha relacionado esta susceptibilidad
con ciertos atributos de calidad del fruto.

También se ha elaborado un ranking de las variedades comerciales de naranja
y mandarina mas importantes en Espafa en funcién de su susceptibilidad a las
podredumbres verde y azul. Estas investigaciones han dado lugar a una revisién invitada
y cinco articulos cientificos en revistas indexadas en el Journal Citation Reports (JCR®,
WOK), seis comunicaciones a congresos cientificos internacionales y dos a congresos
nacionales, y cuatro articulos técnicos de divulgacion en castellano.
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Estimacion de la diversidad genética en hogos fitopatégenos. Utilizacion de marcadores moleculares en
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ENFERMEDADES DE LOS CIiTRICOS

Editado por: N. Duran, P. Moreno
Publicado por: Mundi Prensa Libros SA. ISBN: 84-7114-86.

CONTENIDO: En este libro se describen las
distintas enfermedades que afectan a los citricos
en Espafa. Se ha dedicado un capitulo a describir
las medidas generales de prevencion y control de
enfermedades, como al saneamiento, cuarentena
y certificacion que completan las medidas
especificas recomendadas para cada una de
ellas. El libro presenta la informacion puesta al
dia, en un lenguaje sencillo, aun para cualquier
lector no especializado en el tema.
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Editado por: J.R. Diaz-Ruiz, J. Garcia-Jiménez
Publicado por: Phytoma-Espafia. ISBN: 84-605-0858-7

CONTENIDO: Introduccion. Enfermedades producidas por bacterias y fitoplasmas.
Enfermedades producidas por hongos (enfermedades de raiz y cuello, enfermedades
vasculares, enfermedades de la parte aérea). Enfermedades producidas por virus (virus
transmitidos por pulgones, virus transmitidos por hongos, virus transmitidos por mosca blanca,
virus transmitidos. Enfermedades producidas en condiciones especiales. Plantas parasitas.
Fisiopatias. Anejos .

INFORMACION, DISTRIBUCION y VENTA:
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OTROS LIBROS DE INTERES EN WEB-SEF:
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http://sef.es/libros.php?id_aplic=32&id_area=2
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RESPUESTAS A PREGUNTAS DE EXAMENES
DE PATOLOGIA VEGETAL

Pregunta: Control de virosis en produccion de patata para consumo:
Respuesta: Uso de semilla pidorada.

Pregunta: Fitoplasma:

Respuesta: agente patégeno que destruye o infecta el liquido o material celular de
una planta.

Respuesta: Parte de una célula que causa toxicidad a las plantes.

Pregunta: Forma specialis:

Respuesta: La forma specialis puede afectar a varias plantas susceptibles de su
ataque y el patovar solo a una.

Respuesta: Es una subclasificacion entre patégenos que se diferencia uno de otra
de la misma especie y estructura por tener patogenicidad sobre estructura botanica
u otros seres.

Respuesta: Es una adaptacion dentro de la especie patogénica hacia la especificidad
de infeccion a una especie vegetal.

Pregunta: Patovar:

Respuesta: Es una subclasificacion entre patdogenos en el que siendo iguales
estructuralmente, de la misma especie y patogénicos, pueden infectar a estructura
distinta.

Respuesta: Se refiere a la biologia de la especie patogénica.

Pregunta: Oospora y ascospora:

Respuesta: Diferentes estructuras de dispersion para diferentes situaciones
ambientales (humedad, temperatura) y producidas en ascomas y esclerocios.
Respuesta: Son hifas las cuales tienen diferentes naturaleza.

Pregunta: Pratylenchus y Heterodera

Respuesta: Las caracteristicas de estos dos organismos esta en la forma de
nutricion de cada uno, siendo diferente.

Pregunta: Tipos de ascomas y conidiomas en los hongos fitopatégenos
Respuesta: Los ascomas son esporas producidas por los hongos ascomicetos de
las cuales provienen del asca.

SOOIDOTOLVdO.LIA
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Sarah B. LADE, Vicente MEDINA

Grupo “Interaccio Planta-Microorganisme-Vector” (IMPLAMIC) y centro AGROTECNIO
Universidad de Lleida. Avda. Alcalde Rovira Roure 191, 25198 Lleida

Parece que, gracias a una tecnologia
revolucionaria, ha llegado el momento
para los fitopatdlogos de descubrir con
mas facilidad el misterio que envuelve
la gendémica de la co-evolucion planta/
patdégeno, asi como los factores del huésped
que controlan la resistencia de las plantas
o vulnerabilidad a la infeccién. Desde que
fuera identificado y reproducido el sistema
inmunitario adaptativo de los procariotas,
basado enrepeticiones palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas
(“clustered regularly interspaced short
palindromic repeats”), también Ilamado
sistema CRISPR, y, concretamente, el
Tipo Il asociado a una nucleasa (“CRISPR-
associated nuclease 9”), o CRISPR/Cas9,
son muchos los grupos de investigacion que
han empezado a utilizarlo y perfeccionarlo
como una técnica de mutacion génica. Este
sistema se compone basicamente de una
enzima de restriccion, disefada a partir
de las CRISPR, que induce una mutacion
dirigida en el ADN gracias a un ARN
sintético quimera que actua como guia
(sgRNA") y a la secuencia especifica de
una nucleasa, Cas9, que le acompana. La
Cas9 es guiada de una forma muy precisa
por el sgRNA hacia la secuencia diana
del ADN adyacente a un protoespaciador
(PAM, “protospacer adjacent motif NGG”)2.
Una vez localizado el locus, la Cas9 actua
sobre el ADN causando roturas en sus
dos cadenas (“double strand breaks” o
DSBs), que son reparadas por una de las
dos rutas intracelulares existentes: union
no homologa (“non homologous joining” o
NHEJ), produciendo pequefias inserciones/

delecciones (“indels”) y desplazamientos
(“frameshifts”), o reparacion homodloga
directa (“homology-directed repair” o
HDR) provocando mutaciones puntuales
especificas o insercion de secuencias (Van
der Oost et al., 2014; Jian, 2015) (Figura 1).

La tecnologia CRISPR/Cas9, en
el caso de su aplicacién a plantas®, se
ha aplicado tanto en plantas modelo
(Arabidopsis thaliana, Nicotiana
benthamiana) como en plantas cultivadas
(trigo, sorgo, arroz, soja) y con diferentes
planteamientos (Belhaj et al., 2013, 2015;
Jiang et al., 2013; Shan et al., 2013) (ver
explicacion esquematica del proceso en
Figura 2). La mayoria de los proyectos
que utilizan esta herramienta de edicion del
genoma van dirigidos a obtener y conocer
los efectos de mutaciones inducidas. Asi,
mediante el sistema CRISPR/Cas9 se han
planificado mutaciones que modifican uno
o varios genes (“knock out"), pero también
se producen otras fuera del objetivo (“off-
target” o “target out”)*; se buscan métodos
para evitar ésta ultimas (Schiml et al.,
2014); o se silencian rutas y/o activan genes
(Bortesi & Fischer, 2015), explorando asi
aspectos nuevos de la genémica funcional
de las plantas con lo que su desarrollo esta
creciendo exponencialmente. En todos
los trabajos, se destaca la importancia
de CRISPR/Cas9 dentro del campo de la
ingenieria genética, o en su marco actual
mas amplio, la llamada biologia sintética,
llegando a considerarla incluso como
una tecnologia revolucionaria (Doudna &
Charpentier, 2014).

1

sgRNA supone la fusion sintética de dos ARNs no codificantes: Crispr RNA (crRNA) y un ARN trans-

activador (tracrRNA) (Jinek et al., 2012). El sgRNA esta formado por 20-22 nucledtidos disefiados y
sintetizados como oligonucledtidos. Lei et al., (2014) han desarrollado disefios de sgRNAs para mas de
20 especies de plantas. También se han desarrollado muchos vectores y “kits” para la edicién, mediante
CRISPR-Cas9, de genomas de (Xing et al., 2014; Kumar and Jain, 2015).

2 El motivo adyacente pro-espaciador (PAM; NGG/NAG) se sitlia en el extremo 3’ inmediatamente después

del punto diana.

3 Ver revisién de Hsu, Lander & Zhang (2014) sobre otras aplicaciones del sistema CRISPR-Cas9.
4 Ver revisién de Endo (2015) sobre el significado e importancia de tales mutaciones.
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Figura 1. Esquema del sistema CRISPR/Cas9 enddgeno. (A) La matriz CRISPR se transcribe para hacer el CRISPR
RNA inicial (pre-crRNA). (B) El pre-crRNA es procesado produciéndose crRNAs individuales mediante un crRNA
transactivador (tracrRNA) o crRNA homologo a las repeticiones palindrémicas. El tracrRNA ayuda a atraer a las
enzimas ARNasa lll y Cas9, que en conjunto separan los crRNAs individuales. (C) La nucleasa crRNA y Cas9
forman complejos crRNA (ARN localizador de CRISPR) o sgRNA (ARN guia). (D) Cada complejo sgRNA-Cas9
busca la secuencia de ADN complementario al sgRNA. En el sistema de CRISPR tipo Il una secuencia diana
potencial sélo es valida si contiene un motivo especial adyacente al protoespaciador (PAM) directamente después
del punto de unién del sgRNA. (E) Una vez unido el complejo, Cas9 se separa la diana de ADN de doble cadena y
se une a ambas cadenas después de PAM. (F) El sgRNA: desenlaza los complejos Cas9 después de la ruptura de
doble cadena (traducido y adaptado de Addgene, https://www.addgene.org/crispr/plant).
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Figura 2. Diagrama explicativo del proceso de edicion del genoma mediante CRISPR/Cas9 en plantas
experimentales (Nicotiana benthamiana, Arabidopsis thaliana) y en plantas de cultivo (arroz, trigo). La
nucleasa Cas9 y el sgRNA coinciden con el gen de interés y son co-expresados, usando como vector
Agrobacterium tumefaciens, en hojas de N. benthamiana o en protoplastos transfectados de Arabidopsis,
trigo o arroz. A continuacién, el ADN gendmico se extrae de los tejidos de las hojas o de los protoplastos y se
amplifica por PCR con los cebadores que flanquean el sitio de destino o diana. La presencia de mutaciones
inducidas por sgRNA Cas9 se pueden detectar facilmente mediante un enzima de restriccion (RE) apropiado.
La banda RE-resistente (carril 3) se puede clonar. La naturaleza exacta de las mutaciones a continuacién, se
revela mediante la secuenciacién de clones individuales (traducido y adaptado de Belhaj et al., 2013).
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Este articulo no pretende ser una
revision completa sobre el uso del sistema
CRISPR/Cas9, pues solo comenta algunos
trabajos recientes y relacionados con
Patologia Vegetal, concretamente aquellos
implicados en el control de fitopatdgenos
0 estrés bidtico. No se resumen, pues,
publicaciones mas centradas en el estudio
del genoma de los microorganismos que
pueden incluir fitopatbgenos como, por
ejemplo, el realizado por Louwen et al.
(2014) sobre el papel que tiene el sistema
CRISPR-Cas en la virulencia de las
bacterias patdgenas, y que recoge entre
otras informaciones, su aplicacion en la
caracterizacion de tres grupos de cepas de
Erwinia amylovora segun su distribucion
geografica (Rezzonico et al., 2011). Ni
tampoco los relacionados con el estrés
abidtico, aunque éstos se superpongan algo
en esta revisién, porque, hasta la fecha, no
se han llevado a cabo estudios precisos
que relacionen CRISPR/Cas9 y el control
de la respuesta abidtica. No obstante, como
la modulacién de la tolerancia al estrés
abidtico esta gobernada por multiples genes
implicados en la senalizacion y regulacién
de rutas metabdlicas, y el sistema CRISPR/
Cas9 puede actuar sobre genes multiples y
funcionalmente redundantes, seguramente
pronto se publicaran trabajos que los
relacionen (Jain, 2015). También se dejan
a un lado las importantes implicaciones que
tiene el sistema CRISPR/Cas9 en terapia
génica humana y/o animal®, asi como la
terapia general en plantas, entendiendo
que este articulo divulgativo es sodlo
una contribucion mas para destacar la
relevancia del sistema CRISPR/Cas9
también en Patologia Vegetal.

Asi, pues, y como ejemplos, nos
centramos soOlo en cuatro trabajos o
lineas e investigacion. El primer trabajo a
comentar es el de Fang y Tilere (2016),
que anade informacion sobre la gendmica
funcional de Phytophthora sojaey el posible
uso de tal informacién en el control de la
enfermedad que induce. El segundo es el
logro conseguido por Wang et al. (2014),

al obtener una cepa de trigo resistente a
oidio usando el sistema CRISPR/Cas9. Un
tercer bloque de estudios supone el control
de enfermedades inducidas por infecciones
simples y multiples de geminivirus,
concretamente  del  complejo  viral
relacionado con el virus del rizado amarillo
del tomate o virus de la cuchara, Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV) y de la cepa
severa del virus de las puntas rizadas de
la remolacha, Beet severe curly top virus
(BSCTV) (Ali et al., 2015; Ji et al., 2015;
Zaidi et al., 2016). Por ultimo, se resume,
el reciente trabajo de Chandrasekaran et
al. (2016) en el que se consigue utilizando
esta tecnologia, conferir una amplia
resistencia a diferentes géneros de virus
fitopatégenos de la familia Potyviridae en
pepino “no transgénico”. A partir de ellos
se comentaran ciertos avances en el uso
del sistema CRISPR, y el prometedor futuro
que plantea su uso en Patologia Vegetal®.

Genomica funcional de Phytophthora sojae

En este estudio, se uso6 el sistema
CRISPR/Cas9 para editar de forma sencilla
y eficiente el genoma del estramenopila
Phytophthora sojae. Para ello, Fang y
Tilere (2016) utilizaron como diana, el gen
efector Avr4/6 para la secuencia consenso
RXLR (Arg-X-Leu-Arg), observando
que en ausencia del patron homodlogo,
la reparacion de las roturas de dobles
cadenas (DSBs) inducidas por Cas9 en
P. sojae estan mediadas por extremos no
homologos (NHEJ), dando como resultado,
principalmente, a pequefias inserciones/
delecciones. La mayoria de los mutantes
que obtuvieron fueron homocigotos,
presumiblemente debido a la modificacién
de genes provocada por la escision
mediada por Cas9 de alelos no mutantes.
Cuando estaba presente el ADN de los
donantes, observaron reparacion dirigida
homdloga (HDR), que dio como resultado
la sustitucién del gen diana por el ADN de
los donantes.

Al probar la virulencia especifica de
varios mutantes obtenidos mediante NHEJ

cancer (Kim et al., 2015).

5 Con importantes resultados, por ejemplo, en el control del virus del SIDA (Liao et al., 2015) y en la cura del

6 Para revision del concepto y metodologia relacionada con los diferentes sistemas CRISPR, incluso

productos relacionados, disponibles ya en el mercado visitar, por ejemplo, http://www.scbt.com/crispr-
cas9_system.html, o, http:/onlinedigeditions.com/publication/frame.php?i=223322&p=&pn=&ver=flex.
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y HDR, los autores no sélo confirmaron la
contribucion de AVR4/6 en el reconocimiento
de los loci del gen R, Rps4 y Rps6 de soja,
sino que también descubrieron la relacién
de estos dos loci con la resistencia. Asi,
concluyeron que el sistema CRISPR/Cas9
es una poderosa herramienta para el estudio
de la gendmica funcional en P. sojae, lo que
puede proporcionar nuevas vias para un mejor
control de este patogeno.

Resistencia a oidio en trigo harinero

Mediante las tecnologias TALEN
(transcription activator-like effector nuclease)
y CRISPR/Cas9, Wang et al. (2014) realizaron
mutaciones en un genoma poliploide, como
es el del trigo harinero (Triticum aestivum),
concretamente mutaciones en tres homoalelos
que determinan locus de resistencia a oidio
(Blumeria graminis f.sp. ftritici) (Mildew-
resistance Locus, MLO) (Elliot et al., 2002),

lo que supone la primera cita de modificacion
multiple y simultanea de homoalelos. En
el trabajo, se demuestra que la mutacién
inducida por TALEN de los tres homologos
TaMLO en la misma planta confiere amplia
resistencia al oidio. Por otra parte, se utiliza la
tecnologia CRISPR/Cas9 para generar plantas
transgénicas portadoras de mutaciones en el
alelo TaMLO-A1, con lo que se concluye que
la ingenieria dirigida a la insercion de ADN
en el genoma de trigo harinero, a través de
la recombinacion no homodloga mediada por
TALEN es viable, y proporciona un marco
metodoldgico para mejorar cultivos poliploides.

Resistencia a geminivirus

Son dos los trabajos publicados (Ali
et al., 2015; Ji et al., 2015) sobre el uso del
sistema CRISPR/Cas9 para el control de
geminivirus, el primero sobre el complejo viral
del begomovirus Tomato yellow leaf curl virus
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Figura 3. Sistema CRISPR/Cas9 utilizado para generar resistencia a virus fitopatégenos (A) Representacion
grafica del genoma de un geminivirus y arquitectura molecular de los componentes del complejo CRISPR/

Cas9 adaptado a las dianas del virus. Transformacion

estable del sistema CRISPR/Cas9 en plantas. Las

plantas que expresan CRISPR/Cas9 son inoculadas con el virus (jeringa roja) y en condiciones controladas
se observa si aparece resistencia. Las plantas transgénicas CRISPR/Cas9 (T) muestran resistencia al virus
tras la agroinfeccion, mientras que las plantas no transgénicas inoculadas con el virus (C) desarrollan los
sintomas tipicos de la enfermedad, indicando susceptibilidad. (B) Interferencia de CRISPR/Cas9 con el virus
en el nucleo celular. (1) Los componentes del complejo CRISPR/Cas9, gRNA y Cas9, se expresan a partir del
genoma de la planta. (2) El complejo empieza a producir copias. (3) El virus infecta la célula. (4) El ADN de
cadena sencilla (SSDNA) del geminivirus se replica y produce multiples copias. (5) El complejo gRNA/Cas9
se une a los puntos diana de la doble cadena de DNA y (6) la rompe formando dobles roturas de la cadena
(DSBs) que luego se reparan por unién no homoéloga de los extremos (NHEJ). Las DSBs pueden conducir a
la degradacién del genoma viral (traducido de Zaidi et al., 2016).
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(TYLCV), y el segundo sobre el curtovirus
Beet severe curly top virus (BSCTV) (Figura
3).

Mediante la insercion de sgRNAs
en Tobacco rattle virus (TRV) como
plasmido vector y usando plantas de
Nicotiana benthamiana que sobreexpresan
la nucleasa Cas9 (Nb-Cas9OE), Ali et al.
(2015) produjeron mutaciones y roturas
en el fragmento de lectura abierta (ORF)
y en la regién intergénica (IR) de TYLCV.
En primer lugar, disenaron sgRNAs para
modificar secuencias codificantes y no
codificantes del genoma de TYLCV, que se
insertaron en el genoma del vector TRV. Los

sgRNAs se introdujeron asi en las plantas
Nb-Cas90E, que diez dias mas tarde se
agroinfiltraron con clones infecciosos de
TYLCV. Se comprobd que se impedia la
replicacion viral y se reducia la expresion de
sintomas de forma significativa. Por tanto,
el sistema de CRISPR/Cas9 conduce a la
degradacion viral, gracias a las mutaciones
introducidas en las secuencias diana.
Ademas de estos claros resultados, los
autores detectaron que todos los sgRNA-
Cas9 tenian actividad de interferencia, pero
aquellos dirigidos a la secuencia origen de
replicacion en la region intergénica (IR) del
genoma de TYLCV eran los mas eficaces.
Por ultimo, también observaron que, al

A IR-8gRNA

IR-sgRNA: GGCCATCCGTATAATATTAC
CP-sgRNA: CTTCGGCGAACCTTCGAGAC
RCRIl-sgRNA: TGGATGAGCACATGCAAGTG

Figura 4. Interferencia mediada por
CRISPR/Cas9 en la acumulacion de
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV).
(A) Diagrama de la organizaciéon del
genoma de TYLCV. La secuencia
diana se muestra en rojo a la derecha
arriba. (B) Esquema del disefio
experimental. Se agroinfiltra, en plantas
que expresan Cas9, Agrobacterium
conteniendo Tobacco rattle virus (TRV)
como vector y con sgRNA especifico
para el genoma de TYLCV. TYLCV es

TYLCV
B infiltrado también en las plantas con
w SEMMANIIE N ki sl o e Cas90E establecida la infeccion con
YLy el virus: RCA, TRV. Las muestras fueron recolectadas
\ / & x| "R, andiain para realizar los analisis moleculares
“ — Southern-blot a los 10-21 dias post-infiltracién
\ - srasyoRpaE (dpi). (C) EI analisis por PCR semi-
i | cuantitativa del DNA de TYLCV indica
AL et ensayode que la infitracion de TYLCV en las
ety | e plantas Cas9OE acumula niveles mas
Sanger bajos que las plantas infiltradas con el
vector TRV vacio. Se usa el genoma de
Nicotiana benthamiana N. benthamiana para normalizar. (D)
C - e D Amplificacion del genoma de TYLCV
IRSgRNA + + + e RsgRMA + + ¢ « * * = en los extractos vegetales. Las plantas
- - & ceiE F con [IR-sgRNA acumulan menos
. & 23 45687 TYLCV-DNA que las que se inocularon

con TYLCV y el vector TRV vacio. (E)
Analisis mediante Southern blot de la
acumulacion de TYLCV-DNA en las
plantas Cas9OE. EL TYLCV-DNA fue

IR-3gRNA # % & * = =
TRV < 5 e
T™YLCYV LN S I . L
M1 2 3 4 5§ 6 7 8

detectado mediante una sonda marcada
con DIG (“DIG-labeled probe®) contra
una secuencia de 560-bp de la region
IR. Las 6 plantas con IR-sgRNA que
fueron infiltradas con TYLCV mostraron
menor acumulo de TYLCV-DNA que
las que se inocularon con TYLCV vy el
vector TRV vacio. Las flechas en D y
E indican la banda correspondiente
a TYLCV-DNA (DIG: digoxigenina M:

Marcador, NB: N. benthamiana, PEBV:
promotor de Pea early browning virus,
RE: enzima de restriccion (autores: Al
et al., 2015).



ARTICULO CIENTIFICO

programar un |IR-sgRNA hacia la secuencia
conservada (TAATATTAC) comun a todos los
geminivirus, se conseguia actuar sobre otros
virus como Merremia mosaic virus (MeMV)
(ver proceso experimental y resultados en
Figura 4).

En el caso de BSCTV en N. bethamiana
y, también, Arabidopsis thaliana, Ji et al.
(2015) utilizaron una aproximacion diferente
para inhibir la replicacion viral mediante el
uso del sistema CRISPR/Cas9 en el momento
de la conversion del ADN de cadena sencilla
(ssDNA) a ADN de cadena doble (dsDNA)
durante el proceso de replicacion. Para
determinar si el complejo sgRNA/Cas9 podia
inhibir activamente la replicacion viral, en
lugar de inducir roturas mediante plasmidos
(p-Cambia T DNA llevando 1,8 copias del
genoma de BSCTV), se seleccionaron
sgRNA disefiados para llevar a cabo ensayos
discriminatorios. Los resultados revelaron que
no solo el sistema CRISPR-Cas dirigido contra
geminivirus se podia establecer en plantas
creando plantas transgénicas inmunes al
virus, sino que se podian identificar sgRNAs
anti-virales que reconocieran lugares en
cualquier region del genoma viral.

Recientemente, Zaidi et al. (2016)
han realizado una revisidon, examinando
los anteriores estudios sobre geminivirus,
considerando que quizas la rotura del
genoma de los geminivirus puede acelerar
la aparicion de cepas que sean capaces de
evadir el sistema Cas9. Lo que en principio
seria posible, por ejemplo, via mutagénesis
de la secuencia PAM. Estos autores expresan
esta preocupacion por los efectos de las
modificaciones en zonas no especificas del
genoma (“off-target”), a pesar de que Baltes
et al. (2015) demostraron que una Cas9
cataliticamente inactiva (dCas9) es también
util para mediar la interferencia del virus vy
eliminar las actividades inespecificas en el
genoma de la planta. Segun estos autores,
CRISPR/Cas9 se podria usar para descubrir
cdmo ha evolucionado el genoma viral para
contrarrestar la inmunidad de la planta,
o descubrir los factores del huésped que
determinan la resistencia y vulnerabilidad a la
infeccion.

Resistencia a ipomovirus y potyvirus
(Familia Potyviridae)

En este trabajo se demuestra el
desarrollo de resistencia a los virus en pepino
(Cucumis sativus L.) mediante la utilizacion de
la tecnologia Cas9/sgRNA, al interrumpir la
funcion del gen elF4E recesivo dirigiendo las
construcciones Cas9/sgRNA a los extremos
N'y C' de dicho gen. Los autores comentan
que tras la aplicacion de la tecnologia Cas9/
sgRNA, se observaron siempre pequefias
delecciones y SNPs (“single-nucleotide
polymorphism”) en las dianas de los genes
elF4E en la generacibn T1 de plantas
transformadas de pepino, y nunca fuera de
ellos. Por otra parte, seleccionaron plantas
heterocigdticas mutantes en elF4E no
transgénicas para la produccion de plantas de
generacion T3 homocigoticas. Estas plantas
exhibieron inmunidad al ipomovirus Cucumber
vein yellowing virus (CVYV) y a los potyvirus
Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) and
Papaya ring spot mosaic virus-W (PRSMV-W).
Por el contrario, las plantas heterocigéticas
mutantes y no mutantes fueron altamente
susceptibles. Es, por tanto, por primera vez,
a través de la tecnologia CRISPR/Cas9, que
se ha desarrollado resistencia a virus en el
cultivo de pepino no transgénico, sin afectar
visiblemente al desarrollo de las plantas, y
sin retro-cruzamiento a largo plazo, lo que
supone una nueva estrategia de control de
virus fitopatégenos en una amplia gama de
plantas de cultivo (Figura 5).

COMENTAROS FINALES

El volumen de informacion generado
alrededor del sistema CRISPR-Cas en los
ultimos anos es tal, que es dificil resumirlo
en un articulo divulgativo como este. Si se
quiere tener una idea global de su historia,
repercusién e importancia en general, se
aconseja la lectura del articulo de Landers
(2016) titulado “The Heroes of CRISPR’.
Este autor cita el aflo 1989 como el afio en el
que se observaron las secuencias repetidas
palindrémicas en el ADN de la archaea
Haloferax mediterranei, adaptada al ambiente
extremdfilo de las salinas de Santa Pola
(Alicante), por parte de un joveninvestigador, el
microbidlogo alicantino Juan Francisco Mojica,
actual profesor titular de la Universidad de
Alicante. A partir de tal hallazgo se descubrio
el sistema complejo utilizado por la bacteria
Streptococcus thermophilus para defenderse
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de las infecciones por fagos y que ahora la modificar el genoma de plantas y animales
ciencia utiliza con diferentes versiones para (Tabla 1).

A Het-mut Hom-mut Control Het-mut Hom-mut

Het-mut

Figura 5. Mutantes elF4E homocigéticos mostrando resistencia a la infeccion potyviral. (A) Sintomas
inducidos por Cucumber vein yellowing virus (CVYV) en hojas y plantas de pepino mutantes
heterocigoticas (Het-mut), mutantes homocigéticas (Hom-mut) y no inoculadas (control) de la generacién
T3, 10 dpi. (B) Sintomas inducidos por Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) en hojas y plantas de pepino
mutantes heterocigéticas (Het-mut), mutantes homocigoticas (Hom-mut) y no inoculadas (control) de
la generacion T3, 25 dpi. (C) Sintomas inducidos por Papaya ring spot mosaic virus-W (PRSV-W) en
hojas y plantas de pepino mutantes heterocigéticas (Het-mut), mutantes homocigdéticas (Hom-mut) y no
inoculadas (control) de la generacion T3, 21 dpi. (adaptado de Chandrasekaran et al., 2016).
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Tabla 1. Clasificacion y ejemplos de sistemas CRISPR (Landers, 2016)

Referencias
Clase Tipo Subtipo Atributos Efector ejemplo Organismo ejemplo e
hibliogrificas
. Complsjo eBctor con — . : P
Tipol ol tisubunidades, Casd Czzcads E. coli Brouns et al, 2008
Clzz=1 Complsjo eBctor con
multisubunidades; Czm P I Marrzfini znd Sontheimer,
-4 modulo abctor; dirigidoz Calllem 5. epidermidis 1008
ADN
Tipo IO Complsjo eBctor con
I-B multisubunidades; Car P furizsus Hal= erai, 2009
dirigidoz ADN
Bolotin eral. 2005, Barensw
O — - [ etal 2T,
Efctor sencillo; raoRNA Tzl 5 thermaphiing Sepranzusies eral, 2011;
. Gasinnzs et al, 20112
Clzsel TipoTl Deltcheva et al., 2011
[y — Hnekerai, 2011,
= FlogERes Congeral, 2013
Mzl era, 2013
Tipa V i.:; ;:«L!am ool F. novicida Zetache et al, 2015

Los sistemas CRISPR se organizan principalmente en dos Clases: Clase 1, contiene efectores
con multi-subunidades, y Clase 2, que contiene efectores de proteinas sencillos. Estas clases se
subdividen en 5 (Makarova et al., 2015), un tipo IV todavia es putativo y pertenece a la Clase 1.
Aunque solo la Clase 2 se ha podido usar en ingenieria genética, parece que hay diversos sistemas
CRISPR (los sistemas tipo IlI-B se usan preferentemente para lograr mutaciones de ARN y no tanto

de ADN [Hale et al., 2009]).

La tecnologia CRISPR/Cas9 (Clase
2, Tipo Il) en sus diferentes versiones nos
permite actualmente: generar dobles roturas
en el ADN (“double strand breaks, DSBs),
romper solo una de las cadenas del ADN
(“Nick”) (mediante una Cas9 mutada), interferir
con la transcripciéon (mediante una Cas9
cataliticamente inactiva o dCas9, que puede
incorporar o no un peéptido represor), activar o
incrementar la expresion de un gen (mediante
una Cas9 que incorpore un péptido activador),
co-expresar dos ARNs guias (gRNAs)
homodlogos (mediante una dCas9 fusionada
con una nucleasa Fokl), aislar segmentos
gendémicos de interés (mediante una dCas9
fusionada con un epitopo “tag”), visualizar
regiones especificas del genoma (mediante
una dCas9 fusionada con una proteina
fluorescente), seleccionar genes involucrados
en diferentes procesos biolégicos usando
“‘pools” de librerias CRISPR, pre-validar
experimentalmente plasmidos gRNAs vy
seleccionar un plasmido gRNA basado en una
variedad de factores, tales como la presencia
0 ausencia de Cas9 y el numero de genes.
Es decir, ofrece un abanico de posibilidades lo
suficientemente amplio y sencillo como para
competir con otras técnicas de edicién del
genoma (TALEN y "Zinc finger nucleases")
algo mas complicadas y de dificil ejecucion.

Segun Barrangou (2015), aunque la

funcién principal de los sistemas establecidos
CRISPR/Cas esta en la defensa antiviral en
las bacterias, un creciente grupo de evidencias
indica que también desempefa papeles
funcionales criticos mas alla de la inmunidad,
como pueda ser el control transcripcional
endogeno. Ademas, los beneficios inherentes
al mantenimiento de la homeostasis del
genomatambién vienen a costa de lareduccién
de la absorcion de ADN beneficioso, y la
prevencion de adaptacion estratégica para el
medio ambiente. Esto abre nuevas vias para
la investigacion de los sistemas de CRISPR/
Cas y su caracterizacién funcional mas alla de
la inmunidad adaptativa.

Para finalizar esta breve revision,
merece la pena repetir que el descubrimiento
del sistema CRISPR, se debe al mencionado
Juan Francisco Mojica, reivindicado por gran
parte de lacomunidad cientificacomo su primer
descubridor e incluso postulado como futuro
premio Nobel espafiol, aunque posiblemente
comparta con otros cientificos las primeras
referencias (Bolotin et al., 2005; Mojica et
al., 2005, 2009; Pourcel et al., 2005). Y que
las cientificas que ratificaron la nomenclatura
“CRISPR”ydescribieronlatecnologia CRISPR/
Cas9, la bidloga estadounidense Jennifer
A. Doudna, de la Universidad de California
en Berkeley y la microbidloga francesa
Emmanuelle Charpentier, actualmente
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investigadora, entre otros centros, del
centro Helmholtz para la Investigacion de
la Infeccion, dependiente del Max Plank
Institute, recibieron el Premio Principe de
Asturias en 2015, entre otros muchisimos
galardones y menciones honorificas.

No obstante, al igual que en
muchos proyectos de colaboracion que
han evolucionado con el tiempo, no hay
un “padre” claro del sistema CRISPR, al
que se le asigne de manera irrevocable el
descubrimiento, que esta redefiniendo la
tecnologia de la mutacion genética como un
axioma comun. La controversia latente en
materia de propiedad intelectual relacionada
con la patente de CRISPR/Cas no ayuda
en ese sentido’. Ademas, como la ciencia
que rodea a este descubrimiento sigue a un
ritmo que sobrepasa la burocracia, todavia

Ali A., Abulfaraj A., Idris A., Ali S., Tashkandi
M., Mahfouz M.M. 2015. CRISPR/Cas9-
mediated viral interference in plants.
Genome Biology 16:238. 11 paginas

Baltes N., Hummel A.W., Konecna E.,
Cegan R., Bruns A.N., Bisaro D. 2015.
Conferring resistance to geminiviruses
with the CRISPR-Cas prokaryotic
immune system. Nature Plants 1(10):
15145.

Belhaj K., Chaparro-Garcia A., Kamoun S.,
Nekrasov V. 2013. Plant genome editing
made easy: targeted mutagenesis in
model and crop plants using the CRISPR/
Cas system. Plant Methods 9:39.

Belhaj K., Chaparro-Garcia A., Kamoun S.,
Patron N.J., Nekrasov V. 2015. Editing
plant genomes with CRISPR/Cas9.
Current Opinion in Biotechnology 32:76-
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Bolotin A., Quinquis B., Sorokin A., Ehrlich
S.D.2005.Clusteredregularlyinterspaced
short palindrome repeats (CRISPRS)
have spacers of extrachromosomal
origin. Microbiology 151:2551-2561.

estamos sin una verdadera definicion del
proceso o producto a ojos de los organismos
reguladores. Por tanto, el futuro derivado o
asociado a esta tecnologia va a ser muy
emocionante, ya que con la tecnologia
de CRISPR/Cas se conoceran muchos
de los detalles de los genoma de los
organismos fitopatdégenos en relacién con
sus plantas huéspedes y se estableceran
probablemente nuevos métodos de control
molecular de los mismos.
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