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Avances en el conocimiento
sobre los organismos
fitopatdgenos y surepercusion

en la Fitopatologia en los
ultimos 35 anos

Los pasados 35 anos han sido testigos de importantes avances en el conoci-
miento sobre los organismos fitopatégenos, demasiado numerosos y diver-
sos en naturaleza para poder resumirlos en unas paginas. Muchos de dichos
avances han estado mediados por el desarrollo de nuevas metodologias,
instrumentos y protocolos de estudio, en particular los concernientes a las
tecnologias de analisis y secuenciacién del ADN que comenzaron con su am-
plificaciéon mediada por una ADN polimerasa termoestable (PCR) -y sus pos-
teriores derivados: PCR cuantitativa, en tiempo real, digital, etc. Estos avan-
ces continuaron con el uso de las plataformas de secuenciacién masiva para
el analisis de los genomas de estos organismos, incluso a partir de la matriz
vegetal que infectaban sin necesidad de su aislamiento, asi como el uso de
diversas tecnologias -dmicas para el andlisis masivo de la expresién dife-
rencial de genes (gendmica), proteinas (protedmica) y metabolitos (metabo-
lémica). Todo ello ha tenido profundas repercusiones, por ejemplo, sobre la
taxonomia y relaciones filogenéticas de estos organismos fitopatégenos, la
comprensién de la regulacidn genética de la patogenicidad y de los factores
(efectores) de virulencia, laresistencia a lainfeccién en la planta. Asimismo,
las tecnologias de observacién microscépica y el uso de genes que codifican
proteinas fluorescentes de diferentes propiedades espectrales han propi-
ciado una mejor compresion de los procesos de infeccién (Deal, 2011).

En las siguientes secciones del articulo se presentan algunos avances ilus-
trativos seleccionados por expertos para cada uno de los grandes grupos de
organismos fitopatdgenos: hongos, oomicetos, bacterias, virus y nematodos.
Cabe decir que muchos de los avances presentados para cada organismo
fitopatdgeno son aplicables a todos los demds. Sibien, con objeto de no incu-
ITir enreiteraciones, y extendernos en exceso, se ha intentado, en la medida
de lo posible, seleccionar avances con aspectos diferenciadores.
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Bacterias fitopatégenas

La importancia de las bacteriosis en
la agricultura espafola —incluyen-
do bacterias con pared, fitoplasmas
y espiroplasmas— se ha venido in-
crementando, tanto en el numero
de estos microorganismos descritos
en Espafia —77 especies y pato-
vares (25 nuevas en los ultimos 14
anos), segun la nueva edicion del
catalogo de Patdgenos de Plantas
descritos en Espafa de la SEF (en
preparacion)—, como en las pérdi-
das que causan, fundamentalmente
debidas a patdgenos sometidos a
erradicacién, como Erwinia amylo-
vora en frutales de pepita, Ralstonia
solanacearum en patata y tomate,
Xanthomonas arboricola pv. pruni
en frutales de hueso y almendro, o
Xylella fastidiosa en almendro, vid y
plantas ornamentales y forestales.
Su introduccién se ha debido al in-
cremento del comercio global, los
insuficientes controles fitosanitarios
en frontera, y la existencia de una
certificacion  sanitaria  ineficiente
del material vegetal propagado en
la UE (Jiménez-Diaz y Lépez, 2019;
Jiménez-Diaz y col.,, 2023). Para
evitar algunas introducciones, la le-
gislacion sobre organismos nocivos
se ha actualizado en la UE y en el
Reglamento 2016/2031 (modifica-
do por los Reglamentos 2019/1702
y 2021/2285), se establecen cuatro
categorias de plagas reguladas. En-
tre las plagas cuarentenarias que la
UE considera prioritarias, aparecen
dos bacterias y un fitoplasma, bien
porque no estan presentes en la UE
como ‘Candidatus Liberibacter spp.’
(huanglongbing o greening de los
citricos) o, si lo estan, porque su
extension es limitada, como ‘Candi-
datus Phytoplasma vitis' (flavescen-
cia dorada de la vid) y X. fastidiosa
(causante de la muerte subita, seca
y acorchado en varios centenares de
huéspedes).

El conocimiento exacto de la etiolo-
gia de las bacteriosis es fundamen-
tal para su manejo estratégico y
sostenible en los ecosistemas agra-
rios. Sin embargo, el diagnostico y
la identificacion estan vinculados a
la taxonomfia bacteriana, en conti-
nua evolucién, como demuestran
los frecuentes cambios de nomen-
clatura en las ultimas tres décadas
(Parkery col., 2019). Las nuevas he-
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Hay pocas materias activas

especificas para el control

de las bacteriosis,

y solo los compuestos cupricosy

algunos bioplaguicidas microbianos

o botanicos estan autorizados

rramientas moleculares permiten el
analisis de los origenes de epidemias
y de la diversidad, y la secuenciacion
posibilita también la identificacion
de patégenos en ausencia de carac-
teristicas fenotipicas distintivas, asf
como su deteccion sin necesidad de
aislamiento (Bull y Koike, 2015). Los
analisis genémicos se estan convir-
tiendo en la piedra angular de dis-
tintos estudios (Straub y col., 2021)
y el del microbioma de plantas es
cada vez mas utilizado para identi-
ficacion y disefio de estrategias in-
novadoras de control (Trivedi y col.,
2020). El desarrollo y optimizacion
de nuevas técnicas han favorecido
los protocolos integrados de diag-
néstico como los de la EPPO', o
de la International Plant Protection
Convention (IPPC) de la FAO?. Estan
validados y basados en la utilizacién
complementaria de técnicas de ais-
lamiento, seroldgicas, moleculares
y de patogenicidad para un diag-
noéstico, deteccion e identificacion
precisos. Pero alin estamos lejos de
conseguir métodos rapidos, de bajo
coste y que permitan procesar nu-
meros de muestras elevados y con
gran fiabilidad.

Las bacterias son microorganismos
simples y con un genoma haploide
y pequeno, por lo que su facil ma-
nipulacion y la disponibilidad de pa-
tosistemas modelo han dado lugar a
multiples descubrimientos en Fitopa-
tologia, entre los que podemos des-
tacar dos: la identificacion y caracte-
rizacion de las bases moleculares de
la inmunidad vegetal (Jones y Dangl,
2006; Locciy col., 2023) y la capaci-

en la UE

dad de transformar eucariotas gené-
ticamente (Hellens y col., 2000).

Los primeros genes de avirulencia
(ahora, genes de efectores) se clo-
naron de las bacterias Pseudomonas
syringae y Xanthomonas campestris
antes del final de la década de 1980
y se confirmé la relacion especifica
gen de avirulencia (avr)-gen de resis-
tencia en bacterias (Lovelace y col.,
2023). La identificacién de genes
avr con diversas actividades —induc-
cion o supresion de la reaccion de
hipersensibilidad, participacion en
virulencia y patogenicidad—, desve-
|6 que la gama de huéspedes de las
bacterias fitopatdgenas podria estar
determinada por la accién conjunta
de estos genes. La inhibicion de las
respuestas de defensa por efectores
bacterianos clarificé su papel en la
patogénesis a la vez que permitié
diseccionar las bases moleculares de
la respuesta inmune de la planta. La
clonacion del primer gen de resis-
tencia —el gen Pto, que reconoce el
producto de avrPto de P syringae pv.
tomato— (Martiny col., 1993) supu-
SO un importante salto cualitativo y
ha conducido a una explosién de co-
nocimientos sobre los mecanismos
moleculares de la resistencia vegetal
(Adachi y Kamoun, 2022).

La investigacion acumulada sobre el
plasmido tumorigénico de Agrobacte-
rium tumefaciens y bacterias relacio-
nadas, ha permitido la transformacién

' https://gd.eppo.int
2 https://www.ippc.int
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genética rutinaria de plantas —mono
y dicotiledéneas—, de levaduras y de
hongos filamentosos, asi como la in-
feccion de plantas con virus mediante
agroinfeccion. Ello ha contribuido a
un formidable avance de la investiga-
cion y a la posibilidad de generar or-
ganismos transgénicos de interés para
la humanidad (Hooykaas, 2023).

Ambos avances estdn permitiendo
la obtencién de variedades de inte-
rés agricola, aunque en parte debido
a las restricciones sobre utilizacion
de transgénicos, todavia no se han
llegado a obtener las variedades re-
sistentes que serfan necesarias para
lograr la gestion integrada de los
principales patégenos bacterianos
de cultivos estratégicos para nuestro
pais. Sin embargo, como se indica
en la seccién de virologia, las nue-
vas técnicas de edicion genética (p.
ej. CRISPR Cas9) podrian contribuir a
alcanzar este objetivo.

El conocimiento de la epidemiologia
de diversas bacteriosis ha permitido
desarrollar modelos de prediccion
del riesgo de infeccion en funcion de
datos agrocliméticos (Gonzélez-Do-
minguez y col., 2023). Asi, se han
validado modelos clasicos y nuevos,
como los de fuego bacteriano, chan-
cro bacteriano del kiwi, o bacteriosis
del almendro y melocotonero. Varios
modelos estan ya disponibles en es-
taciones de avisos y se aplican para
la ubicacion temporal de los trata-
mientos con fitosanitarios, pero tam-
bién para estudios epidemiolégicos,
de vigilancia, o incluso para simular
los efectos del cambio climético.

Hay pocas materias activas especifi-
cas para el control de las bacterio-
sis, y solo los compuestos clpricos y
algunos bioplaguicidas microbianos
0 boténicos estan autorizados en la
UE. En general, como su eficacia es
moderada o baja, es necesario de-
sarrollar nuevos productos fitosani-
tarios de acuerdo con la normativa
vigente (Directiva 2009/108, Regla-
mento 2009/1702) y la politica de
reduccion progresiva de los mismos
en la UE. Lo cierto es que todavia
no disponemos de métodos de con-
trol eficaces para la mayoria de las
bacteriosis. El control bioldgico -me-
diante hongos y bacterias antagonis-
tas, algunos autorizados en la UE- ha
demostrado una eficacia limitada,
aungue histéricamente se ha imple-

ge’ral, a fondo

PHYTOMA
AT

Sintomas de Verticilosis causados por Verticillium dahliae en olivo (J. A. Navas).

mentado ya en el control de algunas
bacteriosis como el fuego bacteriano
(Kohl'y Ravensberg, 2021). Lo con-
trario ocurre con el control biolégico
de los tumores causados por varias
especies de Agrobacterium 'y de Rhi-
zobium, y la muy efectiva -pero no
autorizada en la UE- cepa K1026.
Los avances practicos han sido esca-
sos en otras enfermedades, aunque
actualmente se estan haciendo es-
fuerzos en el desarrollo de consor-
cios microbianos, como son las de-
nominadas comunidades sintéticas o
‘SynComs’.

Hongos y oomicetos
fitopatoégenos

Las investigaciones moleculares y
de otra indole realizadas durante
los ultimos 35 afios han reubicado
a los organismos llamados “hon-
gos” en uno de los nuevos reinos
Mycota (Fungi), Chromista (= Stra-
minipila) o Protozoa. La aceptacién
generalizada del reconocimiento de
taxones segun el criterio de monofi-
lia (clados) revelada por analisis filo-
genéticos multilocus, propicidé una
clasificacion filogenética de Mycota
de amplio consenso que incluye o6r-
denes y taxones de rango superior
con un subreino y seis phyla (Hibbett
y col., 2007), asi como cambios en
la clasificacion de los organismos in-
cluidos tradicionalmente en la Clase
Oomycetes, que ahora constituyen
el phylum Oomycota del Reino Chro-
mista (Cavalier-Smith, 2018).

La posibilidad de amplificar y secuen-

ciar genes culminé en el asentamien-
to del concepto de especie filoge-
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nética (Matute y Sepulveda, 2019),
basada en el andlisis filogenético de
las secuencias de varios genes codifi-
cadores de proteinas, conservados e
independientes, y en la delimitacién
de las especies fungicas mediante
los abordajes denominados de con-
cordancia genealdgica (Genealogical
Concordance Phylogenetic Species
Recognition, GCPSR) y coalescencia
Coalescence-based Species Delimi-
tation (CBSD) (Matute y Sepulveda,
2019). La identificacion de especies
filogenéticas mediante GCPRS ha
constatado que muchas especies de
Mycota (v. gr., Gibberella fujikuroi,
G. zeae, etc.) y Oomycota (v. gr.,
Bremia lactucae, Peronospora arbo-
rescens, etc.) constituyen verdaderos
complejos de especies (O'Donnell y
col., 2004; Voglmayr, 2008). Desen-
trafiar la composicion de los com-
plejos de morfoespecies en especies
filogenéticas y determinar las pro-
piedades bioldgicas y fitopatologicas
que subyacen en ellas puede tener
importantes repercusiones fitopato-
l6gicas. Ademas, el analisis GCPRS
de morfoespecies ha contribuido a la
identificacion de numerosas especies
cripticas. Por ejemplo, en el género
Verticillium: (i) la morfoespecie Ver-
ticillium albo-atrum comprende las
especies cripticas V. alfalfae y V. no-
nalfalfae -que difieren en patogeni-
cidad-, y V. albo-atrum s. str. descri-
ta originalmente infectando patata;
y (i) la morfoespecie V. tricorpus se
ha dividido en las especies cripticas
V. isaacii, V. klebahnii y V. tricorpus
s. str., de las que solo V. tricorpus es
patégenico (Inderbitzin y Subbarao,
2014). La delimitacién precisa de las
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especies fungicas es critica para: (i)
el establecimiento de cuarentenas y
otras normas reguladoras; (ii) la de-
finicion y seleccion de resistencia al
patégeno; (iii) la preservacion de la
biodiversidad; (iv) la especificaciéon
de organismos para biocontrol; y (v)
la produccion de antibiéticos y pa-
tentes, entre otros.

Finalmente, la amplificacion, se-
cuenciacion y comparacion del ADN
de genes conservados también puso
de manifiesto incongruencias deri-
vadas de la nomenclatura dual ana-
morfo-teleomorfo que incidian ne-
gativamente sobre la Fitopatologia y
la Micologia, que motivaron la cesa-
Cion de este sistema nomenclatural
convencional para promover una no-
menclatura unitaria bajo el concepto
One Fungus: One Name (Un Hongo:
Un Nombre) que es efectiva con fe-
cha 1 de enero de 2013 y que ha
sido bien acogida de forma generali-
zada, pero no unanime (Wingfield y
col., 2012).

Los mencionados avances metodo-
l6gicos también han revelado que
los genomas de hongos y oomicetos
fitopatdbgenos comprenden cromo-
somas gue se encuentran conserva-
dos en todos los miembros de una
especie, o que solo estan presentes
en algunos aislados de ella y se de-
nominan Cromosomas accesorios
o condicionalmente prescindibles
(Mehrabiy col., 2017). Sin embargo,
estos Ultimos cromosomas presen-
tan la singularidad de codificar im-
portantes funciones bioldgicas, que
les confieren ventajas adaptativas en
habitats determinados, tales como
su patogenicidad sobre ciertas plan-
tas o su crecimiento saprofito en con-
diciones particulares. Recientemen-
te, los cromosomas prescindibles se
han denominado linaje-especificos o
cromosomas de patogenicidad para
referir su relacion con la especializa-
cion patogénica de las formae spe-
ciales (ff. spp.), como las del comple-
jo de especies Fusarium oxysporum
(May col., 2010), y la patogenicidad
o virulencia de V. alfalfaey V. dahliae
(Inderbitzin y col., 2014).

La factibilidad de secuenciacion masi-
va ha impulsado la secuenciacion de
los genomas de hongos y oomicetos
a fin de comprender los mecanismos
por los que se genera variacion en
ellos. En la actualidad se dispone del
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genoma completo de mas de 1.000
hongos y oomicetos representativos
de 320 familias, fruto del proyecto
“1000 Fungal Genomes Project”
(Araujo y Sampaio-Maia, 2018). La
comparacion de algunos de dichos
genomas ha llevado a concluir que,
contrariamente a parasitos y sim-
biontes, los genomas de hongos y
oomicetos tienden a una evolucion
convergente hacia genomas de gran
tamafo expandidos por una prolife-
racion de ADN repetitivo. Ademas,
dichos genomas expandidos presen-
tan una arquitectura compartimen-
tada en la que: (i) ciertas regiones
contienen un escaso numero de ge-
nes pero son ricas en ADN repetitivo
y transposones, y albergan el mayor
numero de genes que codifican los
efectores que determinan la patoge-
nicidad y virulencia; y (i) otras regio-
nes contienen la mayor proporcion
de dotacion génica, en particular
los genes que codifica las funciones
necesarias para el crecimiento y la
supervivencia, y son pobres en ADN
repetitivo y transposones.

A los mencionados avances se unen:
(i) la constatacion de que entre hon-
gos —y oomicetos- no relacionados
taxonémicamente, o que no se re-
producen sexualmente, se produce
con frecuencia transferencia hori-
zontal de genes o cromosomas, asf
como hibridaciones interespecificas,
que desempefan un papel impor-
tante en la emergencia de nuevos
patdgenos y enfermedades (Feurtey
y Stukenbrock, 2018; Mehrabi y col;
2017; Moller y Stukenbrock, 2017);
(i) la prevalencia de polifilia entre
las ff. spp. de £ oxysporum (Baayen
y col., 2000); (iii) el desarrollo de ra-
zas patogénicas en las ff. spp. de £
oxysporum a partir de miembros no
patogénicos o de razas preexistentes,
que pueden ser de distinto origen
evolutivo o, alternativamente, ser
monofiléticas y haber evolucionado
unas de otras siguiendo un proceso
secuencial y discreto de adquisicion
o pérdida de patogenicidad (Jimé-
nez-Gasco y col, 2004); (iv) la utili-
dad de los Grupos de Compatibilidad
Vegetativa (VCGs) para el estudio de
la diversidad genotipica en las pobla-
ciones de hongos fitopatdgenos de
estructura clonal —como las ff. spp.
de F oxysporum y V. dahliae-, por-
que dichos VCGs estan correlacio-
nados con linajes clonales y pueden
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estar relacionados con la virulencia
o la gama de plantas susceptibles vy,
por lo tanto, servir de marcador con
fines diagndsticos (Milgroom y col.,
2014); y (v) la extension de relaciones
endofitas entre hongos y plantas que
constituyen un refugio de biodiversi-
dad, e incluyen especies entomopa-
tdgenas como Beauveria bassiana y
agentes de control bioldgico del gé-
nero Trichoderma, especies fungicas
de los géneros Epichloé y Neotypho-
dium colonizadoras micotoxigénicas
de plantas forrajeras, y miembros
de las ff. spp. de £ oxysporumy V.
dahliae en plantas no susceptibles o
malas hierbas -denominadas “por-
tadores asintomaticos”- que acttan
como reservorios en los que los pa-
tdbgenos pueden completar su ciclo
vital, incrementar sus poblaciones y
generar variaciéon patogénica en au-
sencia de la planta susceptible (Mal-
colm y col.,, 2013; Porras-Alfaro y
Bayman, 2011).

No obstante, las luces que trascien-
den de los avances antes descritos
son ensombrecidas por eventos que
contintan planteando incertidum-
bres sobre la Fitopatologia en parti-
cular y la Sanidad vegetal en general,
ejemplos relevantes de los cuales son
las numerosas introducciones trans-
fronterizas de hongos y oomicetos
fitopatdgenos exdticos propiciadas
por el continuado incremento del
comercio internacional de semillas,
plantas y productos vegetales, y la
reduccion en la exigencia de certifi-
cacion sanitaria del material vegetal,
que han dado lugar a epidemias de-
vastadoras en cultivos alimentarios
y masas forestales y generado con-
mocion social: Hymenoscyphus fraxi-
neus (necrosis regresiva de las ramas
del fresno), Phythophthora ramorum
(muerte subita de Quercus spp.),
Pyricularia oryzae patotipo Triticum y
Puccinia graminis-tritici (necrosis de la
espiga del trigo), y la raza 4 Tropical
de £ oxysporum f. sp. cubense (mal
de Panama de la platanera Cavendi-
sh) (Carvajal-Yepes y col., 2019; Mc-
Donald y Stukenbrock, 2016). Asi, en
Espafa, segun la Sociedad Espafola
de Fitopatologia (SEF), en el perio-
do 2010-2022 se han descrito 175
especies de hongos y oomicetos no
registradas previamente, que pudie-
ron estar asociados a la importacion
de plantas vivas de paises de la UE
y extra-UE, que solo en el afo 2015
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Sistema MiInlON de secuenciacion de tercera generacion, utilizado para la obtencion del genoma de aislados de bacterias y hongos (M. P. Velasco).

alcanzaron un total de 35.000 t. de
plantas vivas de paises de la UE y ex-
tra-UE.

Nematodos fitoparasitos

Los nematodos fitoparasitos estan
presentes en todos los suelos agri-
colas y naturales del mundo, aun-
gue su presencia en los mismos, no
indica necesariamente un dafio en
el cultivo, a no ser que estén a al-
tas densidades y que sobrepasen la
densidad del umbral de dafio para
el mismo. Sin embargo, algunos
grupos son importantes por su po-
tencial patogenicidad, entre los que
destacan los nematodos formadores
de ndédulos de la raiz (Meloidogyne
spp.) y los formadores de quistes
(Heterodera spp. y Globodera spp.),
que son los grupos de mayor impac-
to. En menor medida otros grupos,
incluyendo transmisores de virus (al-
gunas especies de Longidorus spp.,
Paralongidorus ssp. y Xiphinema
spp.) y otros géneros (Pratylenchus,
Radopholus, o Rotylenchulus) pue-
den también llegar a causar dafios
en ciertos cultivos y zonas geogréfi-

cas especificas (Jones y col., 2013).
La complejidad del manejo de los
nematodos fitoparasitos radica en
que son animales (mas parecidos fi-
siolégicamente a los seres humanos
y a otros organismos pluricelulares
que a otros patégenos como bacte-
rias, virus, y hongos), por lo que las
medidas quimicas que se han veni-
do utilizando tradicionalmente en
su control suelen ser muy téxicas vy,
por lo tanto, tener mayores conse-
cuencias para los consumidores y el
medio ambiente.

Un aspecto importante de estos or-
ganismos es que la mayoria de las
especies solo se pueden identificar
mediante estudios morfolégicos en
adultos. Sin embargo, la similitud
morfoldgica entre algunas especies,
y la existencia de especies cripticas
(especies indistinguibles morfolé-
gicamente) tiene importantes im-
plicaciones fitopatoldgicas para su
diagndstico, especialmente en las
especies transmisoras de virus o para
el uso de variedades resistentes.
Ademas, la presencia en muestras
de suelo de Unicamente formas de

supervivencia (huevos o quistes) y/o
juveniles, dificultan su diagnostico.

Unos de los avances mas importan-
tes en el estudio de estos organis-
mos ha sido el uso de herramientas
de biologia molecular. En el diagnos-
tico de especies se han ampliado las
metodologias de diagndstico clasi-
cas, basadas hasta hace poco tiem-
po en caracteres morfolégicos de
ejemplares adultos, y diferentes iso-
formas de enzimas. A ese respecto,
la nueva Taxonomia Integrativa estéa
basada en la combinacion de carac-
teres  morfolégicos-morfométricos
con otras herramientas gendmicas.
Entre ellas, cabe destacar el analisis
filogenético de secuencias conserva-
das de algunos marcadores molecu-
lares nucleares (ADN ribosémico) y
mitocondriales (principalmente gen
COl). La inclusién de estas nuevas
herramientas ha supuesto un paso
importante en el aumento de sensi-
bilidad, rapidez del diagndstico y en
la descripcion de nuevas especies,
permitiendo separar especies cripti-
cas. La disponibilidad de estos mar-
cadores en bases de datos de acceso
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libre (NCBI u otras) ha permitido el
diagndstico especifico mediante es-
tas herramientas, y ademas han per-
mitido el disefio de técnicas diagnos-
ticas para la identificacion especifica
de especies (basadas en PCR con-
vencional o cuantitativa, LAMP...)
ampliando la identificacién a mues-
tras de suelo, huevos y formas juve-
niles. Sin embargo, hay que tener
presente que hay frecuentes errores
de identificacién en las secuencias
depositadas en las bases de datos y
no todos los marcadores molecula-
res son igual de eficientes en la iden-
tificacion de diversos grupos (Palo-
mares-Rius y col., 2017). Por ello, en
los ultimos afos, se esta realizando
un importante esfuerzo en obtener
marcadores moleculares de los to-
potipos (ejemplares de la poblacion
original usada en la descripcién de
la especie) de las especies descritas,
que permitira dilucidar complejos de
especies y especies cripticas.

Uno de los principales hitos en la Ne-
matologfa ha sido la secuenciaciéon y
la caracterizacion funcional de genes
del nematodo modelo de vida libre
Caenorhabditis elegans (C. elegans
Sequencing  Consortium,  1998).
Posteriormente, se obtuvieron los
primeros genomas casi simultanea-
mente de los nematodos formadores
de agallas en la raiz, Meloidogyne
incognita (Abad y col., 2008) y M.
hapla (Opperman y col., 2008), aun-
que la secuenciacion del genoma del
primer nematodo formador de quis-
tes (Globodera pallida) fue bastante
posterior (Cotton y col. 2014). A par-
tir de estos hitos se han secuenciado
especies tan importantes como Bur-
saphelenchus xylophilus, Globodera
rostochiensis, Pratylenchus coffeae
etc. Es importante resefar, que las
comparaciones con las secuencias
previas obtenidas de C. elegans no
han simplificado el estudio de los
efectores (proteinas y otras molé-
culas que interactian con la planta
para beneficio del nematodo), ya
gue muchas de estas moléculas son
especificas de cada grupo de nema-
todos. Ademas, algunos de estos
efectores se ha demostrado que pro-
vienen de intercambios horizontales
de genes entre diferentes grupos de
organismos (bacteria-nematodo y
hongo-nematodo) como las celula-
sas que utilizan para migrar dentro
de los tejidos vegetales y otros que
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Tomates con agallas Meloidogyne javanica (Carolina Escobar y Marta Barcala).

son miméticos de compuestos vege-
tales. Sin embargo, el conocimien-
to de las secuencias gendémicas, asf
como la identificacion de marcado-
res moleculares, junto con nuevas
herramientas gendémicas, esta per-
mitiendo el estudio genético de po-
blaciones, lo que puede ayudarnos a
comprender su dispersion y las vias
de introduccion.

Las nuevas herramientas de se-
cuenciacion masiva han permitido
conocer mas en detalle la intima
interaccion entre los nematodos
fitoparasitos y las plantas. Uno de
los primeros genomas que cons-
tituyd un hito en muchos campos
de la Fitopatologifa, y también en la
interaccion planta-nematodo, fue
la secuenciacién del genoma de la
planta modelo Arabidopsis thaliana
(Meinkey col., 1998). Esto, junto con
la primera demostraciéon en los afos
90 de que varios grupos relevantes
de nematodos podian completar su
ciclo vital en esta planta, supuso un
gran avance en el conocimiento de
las bases moleculares de la interac-
cion planta-nematodo ya que se han
usado colecciones de lineas mutan-
tes en diversos genes de Arabidopsis
(Escobary col., 2015). A esto hay que
afnadir, que las raices de Arabidopsis
tienen pocas capas celulares, lo que
ha facilitado la observacion detalla-
da a nivel celular de las estructuras
de alimentacion que forman los ne-
matodos del género Meloidogyne
Spp. por microscopia convencional
y confocal. Una de las grandes re-
ferencias para los nematoélogos del
estudio de los primeros estadios de
parasitismo en video mediante mi-
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croscopia dptica de contraste en Ara-
bidopsis, procede del grupo de Wyss
y col. (1992). Posteriormente, se han
desarrollado técnicas de fenotipado
estandarizadas para estas estructu-
ras basadas en microscopia confocal
(ej. Cabrera y col.,, 2015). Asimis-
mo, las técnicas transcriptdomicas en
combinacién con la biologia celular
mediante la microdiseccién por laser,
o la microaspiracién de las células de
alimentaciéon inducidas por los ne-
matodos del género Meloidogyne
spp. y Heterodera spp., han permi-
tido analisis muy sensibles que han
aumentado en gran medida el cono-
cimiento sobre los cambios transcrip-
cionales que ocurren particularmen-
te en estas células (células gigantes
y sincitios) (ej. Barcala y col., 2010).
Estos conocimientos podran permitir
en un futuro préximo la aplicacion
de nuevas herramientas de control
sostenibles basadas por ejemplo en
ARN de doble cadena (dsRNA) o la
edicion  gendmica (CRISPR/Cas9)
para modificar la funciéon de genes
del nematodo o genes de la planta
importantes para el mantenimiento
de la interaccion compatible.

Otro aspecto interesante que desta-
car respecto al control de nemato-
dos, principalmente desde la prohi-
bicién del bromuro de metilo, es el
desarrollo y uso mas generalizado
de variedades y patrones resisten-
tes a diversos grupos de nematodos
(por ejemplo, patrones de diversas
solanaceas e hibridos de Prunus).
Muchas de estas obtenciones han
ayudado a la disminucién de dafios
y estdn ampliamente representados
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en los catdlogos de las empresas de
semillas y viveros.

Respecto a la Nematologia espafola,
se ha conseguido la creacion y con-
solidacion de importantes grupos de
investigacion que estudian la inte-
raccion planta-nematodo y su inte-
racciéon con el medio ambiente, es-
tudio de nematodos de cuarentena,
el desarrollo-evaluacion de técnicas
para su manejo en campo, estudio
de nuevos compuestos naturales y
antagonistas bioldgicos, y la caracte-
rizacion molecular de especies para
su diagnostico inequivoco. Sin em-
bargo, nuevos retos estan presentes
gue se deben abordar en el futuro,
como son una agricultura con menos
insumos y con una importante reduc-
cion de los nematicidas disponibles,
la concienciacién ambiental de los
consumidores, que piden productos
con menores residuos, asi como la
posibilidad de la introduccién o dise-
minacién de especies invasivas, entre
ellas M. enterolobii o B. xylophilus,
para las cuales hay menos herra-
mientas de control disponibles (por
ejemplo, plantas resistentes).

Virus y viroides
fitopatégenos

Cuando la revista Phytoma salié a la
luz en 1988 la Virologia estaba expe-
rimentando un cambio radical a ni-
vel conceptual y metodolégico. Tan
solo unos afos antes, el grupo de P.
Ahlquist de la Universidad de Wis-
consin-Madison habia desarrollado
los primeros clones infecciosos para
un virus de ARN y sentado las bases
para el inicio de la implementacién
de la genética reversa en virologia
y posibilitado el progresivo trasvase
de una ciencia mas descriptiva a una
definitivamente mas funcional. No
menos importante fue la primera
demonstracién por parte del grupo
de R. Beachy en la Universidad de St.
Louis, en colaboraciéon con Monsan-
to, de que un gen derivado del pato6-
geno, la proteina de la capsida viral
expresado como transgen en plan-
tas, era capaz de conferir resistencia
a la infeccién, lo que consolidd un
nuevo concepto en los mecanismos
de resistencia a las infecciones vira-
les. Pero lo que sin duda significd
un antes y un después no solo en el
campo de la virologia sino en la cien-
cia en general fue la publicacién en
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Otro avance decisivo en el que la

virologia ha tenido un papel

absolutamente relevante ha sido el

descubrimiento del fendmeno del

silenciamiento de ARN

Science, en el mismo afio en el que
aparecia el primer nimero de Phyto-
ma, de un articulo del bioquimico K.
Mullis en el que describia la amplifi-
cacion enzimatica del ADN mediada
por una ADN polimerasa termoesta-
ble (PCR). Solo un afio después, en
1989, se introdujo el termociclador
automatizado, lo que supuso un
cambio de paradigma en la virologia
basica y los campos de la detecciony
diagnostico viral.

La década de 1990 trajo tres avances
tecnolégicos que han sido esenciales
para el desarrollo de una virologia
funcional. Por un lado, la clonacion
en 1992 y la posterior expresiéon en
organismos vivos en 1994 de la pro-
teina verde fluorescente de la me-
dusa Aequorea aequorea, lo que ha
permitido un extraordinario progreso
en el conocimiento de los aspectos
celulares y moleculares de las inte-
racciones virus-huésped o anfitrion.
Por otra parte, la incorporacion de
técnicas “Omicas” (incluyendo la
gendmica, protedmica y metabold-
mica) permitié abordar desde una
nueva perspectiva la respuesta de las
plantas frente a los virus, posibilitan-
do la identificacion de patrones co-
munes de respuesta y poder elaborar
estrategias generalistas inespecificas
para el control de las enfermedades.

Otro avance decisivo en el que la
virologia ha tenido un papel abso-
lutamente relevante ha sido el des-
cubrimiento del fendmeno del silen-
ciamiento de ARN, que tuvo lugar al
observar que en ciertos escenarios la
resistencia mediada por secuencias
del patégeno era debida al ARN y no
a la proteina, tal y como puso de ma-
nifiesto el equipo de W.G. Dogher-
ty de la Universidad de Oregon en
1992. Este silenciamiento esta me-
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diado por pequefios ARN derivados
del propio patdgeno, descubiertos
por D. Baulcombe de la Universidad
de Cambridge, que provienen de la
accion secuencial de diferentes RNa-
sas a partir de la molécula de ARN
de doble cadena (dsARN). Esta fue
identificada como molécula activa-
dora de la respuesta del huésped
por A. Z. Fire y C.C. Mello, que es-
taban interesados en una linea de
investigaciéon encaminada a anular
la expresion de un determinado gen
mediante la tecnologia del ARN ‘an-
tisentido’. El silenciamiento de ARN
mediado por dsARN constituye una
linea de investigacion actual muy
prometedora para el control de las
principales enfermedades de etiolo-
gia viral en plantas.

El estudio de la diversidad y estruc-
tura genética de las poblaciones de
virus, y de su evolucién, experimentd
también un desarrollo explosivo. La
demostracion en 1978 de la hetero-
geneidad genética de poblaciones
clonadas del fago Qp, publicada en
Cell por E. Domingo, entonces en
la Universidad de Zurich, permitié
aplicar a las poblaciones de virus la
teoria de la cuasiespecies. El desarro-
llo de esta area ha sido posible por
la automatizacion y abaratamiento
de los procesos de determinacion
de secuencias de nucledtidos en los
anos 1990y, sobre todo, por las téc-
nicas de secuenciacién masiva y mé-
todos informaéticos para su analisis.
Los enfoques metagendmicos han
permitido disociar la identificacion y
deteccién de virus de su papel como
patégenos de cultivos, y descubrir
la gran riqueza de virus en comu-
nidades de plantas silvestres. Tam-
bién han permitido demostrar que
a menudo los virus son comensales
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o incluso mutualistas facultativos de
las plantas, potenciando la toleran-
cia a situaciones de estrés como, por
ejemplo, la sequfa. Estos avances ha-
cen posible estudiar la epidemiolo-
gia y la evolucién de los virus a nivel
del ecosistema, para entender y pre-
venir nuevas emergencias, un tema
candente en la actualidad.

Ya bien entrado en el siglo XXI, E.
Charpentier y J. Doudna publica-
ron un articulo en Science en el que
describian un método de edicion
gendmica basado en un sistema
de defensa adaptativo que usan las
bacterias para defenderse de los
bacteriéfagos que habia sido pro-
puesto casi 20 anos antes por Fran-
cis Mojica de la Universidad Miguel
Hernadndez de Elche, Alicante. Este
sistema de defensa se basa en la in-
corporaciéon por parte de la bacteria
a su genoma de secuencias de los
fagos invasores dispuestas a modo
de repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y regularmente interes-
paciadas (CRISPR) que actian como
sistema inmune bacteriano que
puede ser manipulado para editar
un genoma determinado. Reciente-
mente se ha demostrado la utilidad
y versatilidad de los virus de plantas
como vectores de expresion de los
componentes de esta maquinaria de
edicién genodmica, lo que los hace
unas herramientas muy apropiadas
no solo para el control de las princi-
pales enfermedades de plantas, sino
para la mejora de caracteres agrono-
micos de interés.

Desde el punto de vista de la produc-
cion agricola, en los ultimos 35 afos,
los virus han sido el segundo grupo
de patdgenos por la importancia eco-
némica de las pérdidas de produccion
ocasionadas en Espafa. En esta eta-
pa, la virologia y la tecnologia rela-
cionada han adquirido un desarrollo
notable, partiendo del uso casi ex-
clusivo del diagnéstico visual, plantas
indicadoras, electroforesis y micros-
copfa electrénica, y se ha caracteri-
zado sucesivamente por: i) el apogeo
de las técnicas ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), produccion
y uso de anticuerpos monoclonales
especificos, ii) las técnicas de hibri-
dacién y de amplificacion molecular
por PCR (Polymerase Chain Reaction),
especialmente de la PCR en tiempo
real (cuantitativa), iii) el desarrollo de
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Los virus han sido el segundo grupo

de patdgenos por la importancia

econdmica de las pérdidas de

produccion ocasionadas

la viroidologfa, con una marcada con-
tribucién espafiola debida al grupo
de R. Flores, IBMCP (CSIC-UPV), iv) la
aplicacion de la secuenciacion masiva
(Deep Sequencing) y notables avan-
ces en bioinformatica y de las tecno-
logfas “émicas”.

En este periodo, epidemias impor-
tantes de virus causaron cuantiosos
dafios directos e indirectos, debidas
fundamentalmente a: i) Citrus triste-
za virus-CTV, que provocod la muerte
de 45 millones de arboles injertados
sobre el patréon naranjo amargo y el
cambio total de la citricultura, ii) el vi-
rus de la sharka o viruela del ciruelo,
Plum pox virus-PPV, que generd un
coste medio de manejo estimado en
8,8 millones de euros/afo en el perio-
do 1995-2020, iii) nuevas especies y
genotipos de virus en Espafa, espe-
cialmente en tomate, cultivo hortico-
la mas importante, como el virus del
mosaico del pepino (Cucumber mo-
saic virus-CMV), virus del bronceado
del tomate (Tomato spotted wilt vi-
rus-TSWV), complejo de especies del
rizado amarillo del tomate (Tomato
yellow leaf curl virus-TYLCV), el virus
del enanismo ramificado del toma-
te (Tomato bushy stunt virus-TBSV),
virus del mosaico del pepino dulce,
(Pepino mosaic virus-PepMV), el del
torrado del tomate (Tomato torrado
virus-TToV), y tobamovirus en pimien-
to, entre otros. También ha sido signi-
ficativo el creciente nimero de virus
de ADN transmitidos por especies
vectores de mosca blanca.

El papel de la Sociedad
Espanola de Fitopatologia
(SEF) en estos 35 anos
Respondiendo a los avances ante-

riores y a los crecientes problemas
causados por bacterias, hongos vy

en Espana

oomicetos, nematodos vy virosis, la
SEF ha publicado varios libros en
los que estos organismos fitopaté-
genos han sido protagonistas, y en
los que se trata del diagnostico, las
bases epidemioldgicas y la gestién
integrada de las enfermedades que
causan: Enfermedades de las cucur-
bitaceas en Espafa (1994), Patologia
vegetal (1996), Enfermedades de los
frutales de pepita y hueso (2000),
Enfermedades de los citricos (2000),
Herramientas  biotecnoldgicas en
fitopatologia (2008), Enfermedades
de las plantas causadas por hongos
y oomicetos. Naturaleza y control
integrado (2010), Enfermedades de
plantas causadas por virus y viroides
(2016), Enfermedades de plantas
causadas por bacterias (2018), En-
fermedades causadas por nemato-
dos fitoparasitos en Espaha (2019).
Puede encontrarse mas informacion,
y enlaces para la descarga de algu-
nos de estos libros, en la pagina de
la SEF.

Tristemente, durante este periodo la
SEF ha sufrido las pérdidas importan-
tes e irreparables como fueron la de
los companeros fitopatdlogos, socios
de la SEF y maestros: A. Alfaro, M.
Arias, A. Bello, R. Flores Pedauyé, A.
Gomez-Barcina, F. Jiménez-Millan,
D. Lopez Abella, E. Mateo-Sagasta,
C. Noval Alonso, J. Romero Cano,
M. Rubio Huertos y J.A. Torés, entre
otros muchos, que desde algun sitio
nos seguiran iluminando. Sin ellos,
la Fitopatologia en Espafia hubiera
sido, sin duda, otra muy distinta.

3 http://sef.es/publicaciones-SEF
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