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Novedades
BOLETIN y WEB SEF

Q ueridos Soci@s:

Os presentamos el dltimo Boletin SEF en su actual version, ha sido un largo camino
desde que en diciembre de 1992 se iniciase la edicion de un Boletin de noticas y eventos
relacionados con la SEF y sus socios, que a partir de ahora pasara a tomar nuevo formato y
contenidos.

En la seccion de actualidad incluimos una seccion de actualidad en la que destaca una
entrevista a nuestra compariera Pepa Basallote recientemente jubilada En la seccion del articulo
del Boletin podréis encontrar dos articulos de gran interés y que corresponden a los Accésit SEF
a comunicaciones orales en el XVIll Congreso SEF de Palencia.

Ademas, se incluyen como viene siendo habitual los nuevos patogenos descritos en Esparia
entre enero y abril de 2017, asi como la seccién de resefias de Tesis Doctorales, 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 unicamente se incluyen las publicaciones de la SEF, podréis
encontrar una relacion extensa y actualizada de libros de reciente publicacion en la web-SEF.

Como siempre agradecemos todas vuestras aportaciones de material para la elaboracion
del Boletin. Nuestro reconocimiento a tod@s los Boletiner@s en estos 25 arios. Por nuestra parte
ha sido un placer haber podido contribuir en la elaboracion y edicion del Boletin SEF en los dos
ultimos arios ...

L@s Editor@s
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La iniciativa, surgida de asociaciones de
cientificas norteamericanas, se extendié a los
cinco continentes y en mas de 600 ciudades de
todo el mundo tuvieron lugar marchas y otros
tipos de actividades.

En Espanfa, varios millares de personas
participaron en los actos celebrados en Madrid,
Barcelona, Gerona, Sevilla, Granada y Valladolid,
respondiendo a la convocatoria lanzada desde
las entidades cientificas, académicas, sindicales,
investigadores precarios y movimientos sociales.

La manifestacion mas numerosa
tuvo lugar en Madrid, donde 3.000 personas
recorrieron la calle de Alcala entre las sedes
del Ministerio de Educacion y el de Hacienda y
Administraciones Publicas. La pancarta que
encabezaba la manifestacién, bajo el lema:
"Sin investigacion no hay futuro” fue portada
por representantes de la Confederacion de
Sociedades Cientificas de Espafia, como Nazario
Martin, presidente de COSCE y Adolfo Azcéarraga,
del mundo académico, Federico Mayor Zaragoza
y Emilio Mufioz, portavoces de CC.OO y de las
asociaciones de jovenes investigadores.

En la cabecera de la manifestacion
estuvieron también presentes representantes
de la Real Academia (José Elguero, Manuel
Aguilar, Jesus Avila), asi como vicerrectores
de las distintas universidades madrilefias e

investigadores universitarios y de los organismos
publicos de investigacién CSIC, IGME, INTA,
CIEMAT e INIA. Pero el mayor protagonismo lo
mostraron los jovenes investigadores precarios
de la FJI'y Ciencia con Dignidad, que expresaron
su desacuerdo radical con un modelo de
investigacion que les relega a la precariedad o
al exilio.

El manifiesto fue leido por una
representante de la Asociacion de Jdévenes
Investigadores de Madrid. El texto recordaba la
necesidad de recuperar el Pacto por la Ciencia
firmado en diciembre de 2013 en el Congreso de
los Diputados, tras las movilizaciones impulsadas
por el Colectivo Carta por la Ciencia y el
agravamiento de las condiciones presupuestarias
y de recursos humanos. El texto denunciaba asi
mismo los nuevos recortes que suponen los
presupuestos presentados en el Congreso, el
retraso en la aprobacién del Plan Estatal, que
deberia haberse iniciado en enero de 2017 y
la exclusion de la ensefianza universitaria y la
investigacion en las politicas de recuperacion del
empleo publico.

Tras la manifestacion, los organizadores
se han puesto en contacto con los diferentes
partidos politicos para presentar en el Congreso
los objetivos de la Marcha, a fin de introducir
las enmiendas adecuadas en el debate
parlamentario de los PGE. Asimismo, estan en
marcha la organizacion de actos de divulgacion
del llamamiento en los centros académicos y de
investigacion.
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La entrevista del Boletin

MARIA JOSE BASALLOTE UREBA

Nuestra compaiiera, Investigadora del Instituto Andaluz de Investigaciéon y
Formacioén Agraria, Pesquera y de la Produccién Ecolégica (IFAPA), Centro
"Las Torres-Tomejil", Alcala del Rio, Sevilla, se ha jubilado recientemente. En
esta entrevista nos explicara su trayectoria profesional, los avances en su
linea de investigacion, como ve el futuro de la Fitopatologia y sus proyectos

¢Nos puedes hacer una breve reseia
de tu trayectoria profesional?

La carrera de Biologicas la estudié en
la Universidad de Sevilla y la finalicé en 1975.
Después de 5 anos en los que, por razones
personales dejé aparcada mi formacién
fitopatoldgica, llegué a Cérdoba donde tuve
la oportunidad de continuarla en la Catedra
de Patologia Vegetal de la ETSIA con Rafael
M. Jiménez Diaz, primero como meritoria vy,
posteriormente, con dos becas de la Direccion
General de Investigacion y Extension Agraria
(Junta de Andalucia), una pre- y otra post-
doctoral. La ultima co-tutorada por él y por
José M? Melero Vara. Durante mi estancia
en la Universidad llevé a cabo la Tesina de
Licenciatura sobre el Mildiu del girasol y la Tesis

Doctoral sobre la histopatologia y patogénesis
de la Fusariosis del garbanzo, ambos trabajos
en cultivares susceptibles y resistentes de
la planta huésped correspondiente. En 1987
finaliza ésta etapa y continuo mi andadura
fitopatologica con José M? Melero, en el
departamento de Proteccion Vegetal del
Centro de Investigacion y Desarrollo Agrario
Alameda del Obispo de Cérdoba (Junta de
Andalucia). Es en este momento cuando
establezco contacto con las enfermedades
en el campo, en un trabajo con la solarizacién
del suelo en el control de la podredumbre
blanca del ajo. En ese afio, siendo todavia
becaria postdoctoral, me concedieron el
primer proyecto de investigacidon sobre
enfermedades del cultivo del ajo en el que
estuve muy respaldada por varios comparneros
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con mayor experiencia (José M? Melero,
Miguel Angel Blanco). En octubre de 1988
obtuve un contrato por concurso de méritos
que mantuve hasta junio de 1990 cuanto
me dieron un nombramiento de funcionaria
interina que se prolongd hasta 2007 cuando
se realizo la primera convocatoria de plazas
en el Instituto Andaluz de Investigacion y
Formacion Agraria, Pesquera, Alimentaria
y de la Produccion Ecologica (IFAPA)
creado en 2003. Permaneci en el centro de
investigacion de Cérdoba hasta octubre de
1997 y mi trabajo lo desarrollé entre ese
centro, eldelCaminodel Purchil de Granada,
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el de Churriana en Malaga y del Camino de
la Esparragosa de Chipiona, (Cadiz). En los
10 afos en Alameda del Obispo colaboré
estrechamente con José M? Melero, Ana
Prados y Carlos Lopez, inicialmente en
estudios de control de la Podredumbre
blanca del ajo mediante métodos fisicos
quimicos y biolégicos. Posteriormente, tras
la deteccion por primera vez en Espafa
del hongo aéreo Stemphylium vesicarium
en diversos cultivos de la familia Lilidceas,
realizamos investigaciones acerca de su
etiologia, epidemiologia y control.

Con Ana Prados, José M? Montosa y Pepe Melero en la recoleccion de
una parcela experimental de ajos en 1991

Paralelamente, enfincas de aguacate
de la costa de Malaga y Granada afectadas
por podredumbres radiculares detectamos
Rosellinia necatrix, Phytophthora
cinnamomi y Armillaria mellea y llevamos
a cabo estudios de control mediante
solarizacién del suelo. A finales de 1997 me
trasladé al Centro de Las Torres-Tomejil en
Alcala del Rio (Sevilla), incorporandome
al laboratorio de Fitotopatologia del que
era responsable Fernando Romero. Y
alli he permanecido hasta mi jubilacién
en diciembre de 2016 investigando en

enfermedades ocasionadas por distintas
especies de Fusarium en horticolas y flor
cortada, y en oomicetos asociados a la
seca de la dehesa. Durante todos estos
anos dedicados a la Fitopatologia hay
algo que no he dejado de hacer y ha sido
intentar mantenerme en la realidad de
los problemas a los que se enfrentan los
agricultores. Entre ellos las enfermedades
de sus cultivos. Poreso una parte importante
de mi tiempo lo he dedicado a trasladarles
los avances que ibamos realizando en el
sector correspondiente.
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Muestreo de suelo en un Campo de aguacates en La Mayora

en el verano de 1993

. Quétehizodedicartealainvestigacion?

No tenia precedentes familiares, pero si
habia agricultores en mi familia materna. Y
tanto mi padre como mi madre me inculcaron el
interés de conocer. Cuando acabé Biologicas
intenté hacer la Tesina de Licenciatura, pero
al no pertenecer Alvarado a la Universidad y
carecer en aquél momento de un laboratorio
donde realizarla tuve que posponerla hasta
mi llegada a Coérdoba en 1980. A partir de
ese momento todos mis esfuerzos se han
concentrado en investigar y transferir los
resultados obtenidos.

En tu larga trayectoria investigadora
has tenido ocasion de formar a nuevos
Doctores en Fitopatologia ¢Qué
diferencias y semejanzas encuentras
entre los Doctorandos de antes y los de
ahora?

Creo que en general las nuevas
generaciones dedican menos tiempo al
trabajo que la nuestra y las inmediatamente
posteriores. Les hemos hablado y predicado
sobre la importancia de luchar con tesén para
conseguir objetivos, pero aunque la carrera
investigadora es muy bonita y gratificante
exige mucho sacrificio y dedicacion y los
jévenes, por regla general, anteponen sus
intereses vitales, posiblemente debido al
gran desencanto que sufren por la falta de

‘a'ﬁ M . 2 7 hisad
Haciendo una lectura de smtomas de
manchas foliares en ajo con Curro y Ana en
la primavera de 1994

expectativas profesionales.

Durante tu carrera investigadora
has abordado el estudio de diversas
enfermedades fungicas en una gran
variedad de cultivos, ;como han
evolucionado los conocimientos en
esta materia en los ultimos afos? y
écuales consideras seran los aspectos
clave que deben ser abordados en el
futuro?

Desde hace anos, el conocimiento en
estas enfermedades y en la mayoria de ellas,
se esta centrando de manera mayoritaria en
estudios moleculares, muchos de ellos estudios
taxondmicos. A mi juicio se esta perdiendo el
verdadero sentido de nuestrasinvestigaciones.
Se esta anteponiendo el interés personal de
hacerse rapidamente con un Curriculum vitae
muy nutrido de publicaciones reconocidas
en el ambito cientifico, al social de resolver
problemas reales en el ambito agrario, porque
eso conlleva un excesivo sacrificio (muchas
salidas al campo con climatologia no siempre
favorable y varios afios de investigacion para
obtenerresultados concluyentes y publicables)
y una ralentizacién en la carrera profesional.
El conocimiento de la epidemiologia de las
enfermedades para facilitar la eleccion de las
medidas de control mas adecuadas para cada
problema me parece fundamental, asi como
la busqueda de resistencia que no vaya en
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detrimento de la calidad de los productos
agricolas

¢ Qué hitos destacarias de tu carrera
investigadora?

En primerlugar miformacion entre las
Universidades de Sevilla y Cérdoba, donde
me ilusionaron y ensefiaron la importancia
de ser meticuloso. En segundo lugar
vendrian los demas logros siempre fruto
de un trabajo en equipo muy estimulante. Al
inicio, el conocimiento de las enfermedades
(Mildiu del girasol y Fusariosis del garbanzo)
a nivel microscopico, de la mano de
Rafael M. Jimenez Diaz y Hava Rapoport.
Posteriormente el descubrimiento de
los problemas en el campo en el que me
introdujeron varios companeros (Pepe
Melero y Francisco Mansilla, entre otros).
Pero si tuviera que destacar alguno de los
trabajos de investigacion que he llevado a
cabo, me quedaria con los realizados con

del clavel en Chipiona

¢, Como ves el futuro?

En la naturaleza hay una fuente
inagotable de soluciones para el control de
enfermedades. Creo que se potenciaran

En 2008 con parte del equipo que ha realizado estudios de control en la Fusariosis

Stemphylium vesicarium. Creo que ha sido
una de las experiencias mas estimulantes
de mi trayectoria.

¢ Ha cambiado mucho la Fitopatologia
en Espaina desde que comenzaste en
este “oficio”?

En lo fundamental creo que no, pero
si enla manera de abordarla. Se ha dado un
paso adelante en la deteccion y diagnostico
de enfermedades mediante herramientas
moleculares. Pero la experiencia nos
muestra que no son infalibles y que deben
complementar los métodos tradicionales
de aislamiento, identificacion y pruebas
de patogenicidad. En el tema de control
también hay muchas innovaciones,

dandose de lado a los quimicos de sintesis
en favor de métodos mas razonables para
el entorno, como la utilizacion de diferentes
residuos agricolas y ganaderos.

las investigaciones para la identificacion y
la experimentacion con principios activos
obtenidos de las propias plantas y de los
residuos que se generan en su cultivo.
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;Cuales serian tus consejos
para las nuevas generaciones de
fitopatologos?

Quereflexionen acercadelapriorizacién
de las investigaciones. Los conocimientos
que se generen deberian ir encaminados
principalmente a la resolucién de problemas
reales en el sector agrario espanol, ya que
los recursos disponibles son cada vez mas
escasos. Que divulguen sus conclusiones
con mayor intensidad en medios asequibles
para los agricultores de forma que estos
puedan sacar partido del esfuerzo econémico
y humano realizado.

¢ Qué relacion has tenido con la SEF?

Fui vocal de la Junta Directiva de la
Sociedad Espafiola de Fitopatologia de 2004 a
2008, con José M2 Melero y Emilio Montesinos
de presidentes. Fue una experiencia muy
enriquecedora que me permitié “descubrir” a
personas interesantes y entrafiables a la par.

¢ Cuales son ahora tus principales
actividades?

Elaborar los ultimos resultados para su
publicacion. Acudir a clases de Fitoterapia en
la Facultad de Farmacia. El uso de plantas
medicinales siempre me ha interesado y
no habia tenido tiempo en el pasado para
estudiar sobre ellas y sus efectos en la salud
humana. Dar largos paseos a la hora que me
apetezca. Pintar acuarelas. Viajar. Compartir
tiempo con la gente que quiero.

;Sientes alguna anoranza de tu
actividad profesional anterior en esta
nueva etapa de tu vida?

Aunque he dedicado mi vida a una
profesibn que me ha interesado desde el
minuto cero, no tengo anoranza. No soy
muy dada a echar la vista atras y tengo otras
ilusiones que cumplir. Aunque eso si, la
curiosidad permanece.

Muchas gracias Pepa por atender nuestra invitacion. Te deseamos todo lo mejor en
esta nueva etapa de tu vida profesional y personal.

Fiesta de celebracion de la jubilacion con compafieros y amigos, en noviembre de 2016
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erson Garita-Cambronero

Ha defendido su Tesis Doctoral titulada “Gendémica comparativa
de cepas de Xanthomonas arboricola asociadas a Prunus spp.:
caracterizacién de los procesos asociados de infeccion de la mancha
bacteriana de frutales de hueso y almendro” en el Instituto Nacional
de Investigaciéon y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) y Escuela Técnica Superior
de Ingenieria Agrondmica, Alimentaria y de Biosistemas-Universidad
Politécnica de Madrid. La Tesis ha sido dirigida por el Dr. Jaime Cubero
Dabrio (INIA) y Dra. Maria M. Lépez Gonzalez (IVIA). El tribunal estuvo
constituido por los doctores Dr. Emilio Montesinos Segui (Universidad
de Girona), Dra. Emilia Lépez Solanilla (Universidad Politécnica de
Madrid), Dr. Cayo Ramos Rodriguez (Universidad de Malaga), Dra. Ana
Palacio Bielsa (Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de
Aragon), Dr. Rafael Rivilla Palma (Universidad Auténoma de Madrid). La
Tesis Doctoral obtuvo la calificacion de Sobresaliente Cum Laude.

De izquierda a derecha: Rafael Rivilla Palma, Ana Palacio Bielsa, Emilio
Montesions Segui, Jerson Garita Cambronero, Cayo Ramos Rodriguez, Emilia
Lopez Solanilla y Jaime Cubero Dabrio

Xanthomonas arboricola es una infraespecificos ¢ patovares, cada uno de

especie bacteriana que tradicionalmente ha
sido asociada al desarrollo de enfermedades
en una amplia gama de huéspedes.
Las cepas patogenas de esta especie
han sido clasificadas en nueve grupos

los cuales presenta una gama limitada de
huésped asi como diversas variantes a
nivel fenotipico y genético. Recientemente,
se han descrito en diversidad de huéspedes
una serie de cepas no Vvirulentas o

11
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saproéfitas que no pertenecen a ninguno
de los grupos patégenos y a diferencia
de estos presentan una mayor diversidad
genética.

Dentrodelosgruposinfraespecificos
descritos para esta especie destacan,
debido asu especialinterés fitopatoldgico,
los patovares corylina, juglandisy prunilos
cuales causan enfermedad e importantes
perdidas en la produccion del avellano,
el nogal y los frutales del género Prunus
respectivamente. En lo que respecta al
patovar pruni (Xap), a pesar de haber
sido descrito en Estados Unidos desde
inicios del siglo XX y encontrarse en las

principales zonas productoras de Prunus
a nivel mundial, no es hasta finales
del siglo XX cuando inicia su estudio a
profundidad en el continente Europeo,
donde este patégeno es considerado de
cuarentena. En Espana la presencia de
Xap se informd por primera vez en el aio
2002, desde entonces, ha sido informado
como agente causal de enfermedad
en variedad de especies del género
Prunus. Dentro de las cuales destacan
el almendro, el ciruelo y el melocotonero,
en los cuales la mancha bacteriana
causa dafos en tronco, ramas, hojas y
frutos (Figura 1).

Figura 1. Sintomatologia propia de la mancha bacteriana
provocada por Xanthomonas arboricola en hojas de melocotonero.

En este trabajo, inicialmente,
mediante un analisis de secuencias
multilocus (MLSA), se estudio la variacion
molecular de las cepas de Xanthomonas
arboricolaaisladas de Prunus spp. durante
los brotes de la mancha bacteriana
registrados en Espana, encontrandose
que ademas de un grupo mayoritario
de cepas caracterizado como Xap, se
identificaba un grupo minoritario de
cepas de X. arboricola que no pertenecia
a ninguno de los patovares descritos para
la especie. Tanto los resultados del MLSA

como el analisis de caracteres fenotipicos
basados en aspectos asociados con
mecanismos iniciales de la infeccion
(utilizacién de compuestos de carbono,
motilidad, quimiotaxis, produccién de
sustancias surfactantes) y el estudio de la
patogenicidad en diferentes huéspedes,
determind el caracter atipico de estas
cepas de X. arboricola aisladas de
Prunus.

Dos cepas de Xap, CITA 33 e
IVIA 2626.1, asi como tres de las cepas
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atipicas de X. arboricola aisladas de Prunus
spp. (CITA 14, CITA 44 y CITA 124), fueron
seleccionadas para la secuenciacion de
sus genomas, con el fin de determinar,
mediante la comparacién de sus genomas,
aquellos factores moleculares que pudiesen
estar relacionados al desarrollo de la

CITA 124

IVIA 2626.1

mancha bacteriana. Se determin6é que las
cepas de X. arboricola aisladas de Prunus,
independientemente de su virulencia
compartian 3.103 secuencias codificantes
de proteinas, siendo mas similares entre si,
en cuanto a su contenido génico, las dos
cepas de Xap (Figura 2).

Al3

Figura 2. Potenciales grupos de genes orthélogos en Xanthomonas arboricola.
Diagrama de Venn mostrando aquellos grupos de genes ortélogos compartidos por
cinco genomas de cepas virulentas (CITA 33 e IVIA 2626.1) y cepas no virulentas
(CITA 14, CITA 44 y CITA 124) de X. arboricola aisladas de Prunus spp.

Un posterior analisis filogenético
basado en el “core genome” asi como
un analisis pangenomico que incluyo los
genomas disponibles para la especie X.
arboricola, permiti6 determinar que las
cepas atipicas de X. arboricola se agruparon
filogenéticamente con un grupo de cepas
no virulentas o poco virulentas, aisladas
de diversidad de huéspedes, mientras que
las cepas de Xap formaban un grupo con
otras cepas de este patovar aisladas de
melocotonero (Figura 3).

Se analizd, para ambos grupos, la
presencia de genes homodlogos a los genes
descritos enotrasespecies de Xanthomonas,
asi como en otros grupos bacterianos,
relacionados con los transportadores
dependientes de TonB (TBDTs), sensores
del sistema regulador de dos componentes

(STCRs), proteinas quimiorreceptoras de
grupos metilo (MCPs), quimiotaxis, quorum-
sensing, estructura y regulacion del flagelo,
estructura y regulacion del pilus tipo IV,
adhesinas no fimbrilares, produccién de
xanthano, enzimas degradadoras de pared
celular, componentes estructurales y de
regulacion de los sistemas de secrecion |1,
y IV, los efectores del sistema de secrecion
tipo Il y la presencia del plasmido pXap41
asociado con virulencia y descrito en Xap.

Conrespecto alas cepas no virulentas,
las cepas de Xap presentaron dos STCRs y
una MCP unicas. En relacion al flagelo, se
encontrd un polimorfismo en la flagelina que
podria estar relacionado con la inhibicion
de la activacion de la respuesta inicial de
defensa de la planta. Para el pili tipo IV,
solamente las cepas de Xap presentaron
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homologos para los genes codificantes
de las pilinas menores, asociados a
especificidad de huésped y virulencia. El
perfil de adhesinas no fimbrilares de Xap
presentd dos adhesinas unicas. Ademas,
Xap presentd dos sistemas de secrecion
tipo Il 'y un repertorio de enzimas
degradadoras de pared que contenia
una pectato liasa, una xilanasa y una
xilosidasa no compartidas con las cepas
no virulentas. Xap presenté homodlogos
para el sistema de secrecion tipo IV VirB/
VirD4 pero no se encontrd ningun efector
de este sistema. Ademas solamente las
cepas virulentas presentaron el sistema
tfc asociado a la transferencia horizontal
de material genético.

La diferencia mas caracteristica
entreambos grupos sebasdenlavariacion
en la presencia del sistema de secrecion
tipo Il hrc/hrp el cual solamente estaba
presente en las cepas de Xap y en una
de las cepas atipicas. En cuanto al perfil
de efectores para este sistema, las cepas
de Xap presentaron al menos 21 genes,
mientras que la cepa atipica presento
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solamente 6. Las dos cepas atipicas
restantes no presentaron homologos
para ninguno de los componentes del
T3SS ni para sus efectores asociados.
En este trabajo ademas se describio la
presencia de un nuevo efector Unico para
Xap denominado XopAQ. Ademas, las
cepas no virulentas, a diferencia de Xap,
no presentaron el plasmido pXap41.

Por ultimo, debido a que los actuales
metodos de deteccién e identificacion
de Xap generaban falsos positivos al
identificar como Xap las cepas atipicas
caracterizadas en este trabajo, se
procedié a desarrollar un nuevo método
de PCR en tiempo real basado en la
amplificacién parcial del gen xopE3 de
Xap en conjunto con la amplificacion
parcial del gen ftsX. Un doble resultado
positivo para estos genes permite
determinar la cepa como Xap mientras
gue un resultado positivo solo para el
gen ftsX, permite identificar a aquellas
cepas atipicas de X. arboricola aisladas
de Prunus (Figura 3).

IIM "'ﬂ
ﬂ | \‘" i

Figura 3. Analisis filogenético de 17 cepa de Xanthomonas arboricola basado
en el “core genome” (2.714 potenciales grupos de genes ortélogos), asi como la
representacion de ladistribucidondelos 7.074 potenciales grupos de genes ortélogos
que conforman el pangenoma de la especie. Las secuencias fueron alineadas usando
PRANK. EIl analisis de Maximum likelihood se realizén con RaxML. Se muestras los
valores de bootstrap (1.000 réplicas) para cada uno de los diferentes clados.
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El conjunto de resultados de este trabajo abre la puerta a futuros estudios
funcionales que confirmaran la implicacién o no de los genes identificados aqui como
presumiblemente involucrados en las diferentes etapas de infeccion en la mancha
bacteriana de los frutales de hueso y el almendro.

Publicaciones derivadas de la Tesis Doctoral:

Garita-Cambronero J., Sena-Vélez M., Palacio-BielsaA., Cubero J. 2014. Draft genome sequence
of X. arboricola pv. pruni strain Xap33, causal agent of bacterial spot disease on almond. Genome
Announcements 2(3): e00440-14.

Garita-Cambronero J., Palacio-Bielsa A., Lopez M. M., Cubero J. 2016. Draft genome sequence
for virulent and avirulent strains of Xanthomonas arboricola isolated from Prunus spp. in Spain.
Standards in Genomic Sciences 11:12.

Garita-Cambronero J., Palacio-Bielsa A., Lopez M. M., Cubero J. 2016. Draft genome sequence
of two strains of Xanthomonas arboricola isolated from Prunus persica which are dissimilar to
strains that cause bacterial spot disease on Prunus spp. 4(5): e00974-16.

Garita-Cambronero J., Palacio-Bielsa A., Lépez M. M., Cubero J. 2016. Comparative genomic
and phenotypic characterization of pathogenic and non-pathogenic strains of Xanthomonas
arboricola reveals insights into the infection process of bacterial spot disease of stone fruits. PLoS
ONE 11(8): e0161977.

Garita-Cambronero J., Palacio-Bielsa A., Lépez M. M., Cubero J. 2017. Pan-genomic analysis
permitted to differentiate virulent and non-virulent strains of Xanthomonas arboricola that cohabit
Prunus spp. and elucidate bacterial virulence factors. Enviado a Frontiers in Microbiology. En
revision.
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ristina Prieto Recio

Ha defendido su Tesis Doctoral titulada “Factores bioticos,
abioticos y de gestion involucrados en el Decaimiento de Pinus
pinaster en la Peninsula Ibérica” en Escuela Técnica Superior de
Ingenierias Agrarias de la Universidad de Valladolid. La Tesis la
han dirigido los Drs. Dr. Julio Javier Diez Casero y Felipe Bravo
Oviedo. El Tribunal estuvo formado por los Drs. Oscar Santamaria
(UNEX), Fernando Alves (UVa), Leticia Botella (Mendel University,
Republica Checa), Juan Pajares (UVa), Juan Antonio Martin (UPM),
La Tesis recibié la calificacién de Sobresaliente Cum Laude con
Mencidén Internacional.

Cristina Prieto junto a los Directores de la Tesis y miembros del Tribunal el dia de la defensa
de su Tesis Doctoral: Julio Javier Diaz Casero, Leticia Botella, Felipe Bravo Oviedo, Oscar
Santamaria, Fernando Alves Santos, Juan Pajares y Juan Antonio Martin

El decaimiento de un bosque se
puede definir como una enfermedad
compleja causada por la interaccién de un
numero intercambiable de factores, tanto
abidticos como biodticos que producen el
deterioro general y gradual de una masa
forestal, y cuya ultima consecuencia puede
ser la muerte de los arboles. Estos factores
pueden ser de predisposicion, de incitacion

o contributivos. Pinus pinaster Ait. es una
de las especies forestales mas relevantes
de la Peninsula Ibérica, tanto por su valor
economico como por su caracter protector.
Durante las ultimas décadas, el Pino Negral
ha sufrido un proceso de decaimiento
progresivo en la Peninsula Ibérica con
unos sintomas caracteristicos: la inusual
transparencia de copa, el enanismo en
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las aciculas, la decoloracion del follaje y la
muerte prematura de los arboles. El objetivo
general de esta Tesis doctoral fue el de
revelar los factores tanto bidticos (agentes
patégenos) como abidticos incluyendo los
factores antropogénicos (clima, propiedades
del suelo y manejo forestal), involucrados en
el decaimiento Pinus pinaster en la Peninsula
Ibérica. Asi como, desentramar que papel esta
jugando cada uno de ellos, es decir, si actua
como factor de predisposicion, de incitacion
o de contribucion al decaimiento. Para ello,
se han muestreado 27 parcelas circulares
de 15 m de radio ubicadas en las principales
areas de distribucion natural de la especie en
Castilla y Ledn. Dentro de cada parcela se han
tomado las medidas dasométricas de todos
los arboles (1208 en total), se han evaluado
sanitariamente 24 arboles (648 en total) y se
han tomado muestras de 3 arboles sanos,
3 con sintomas de decaimiento y 3 muertos
en pie. Estas muestras fueron de dos tipos:
dos canutillos por cada arbol a la altura de
pecho, para obtener el crecimiento de los 20
ultimos afos en pies con distinto estado de
decaimiento (486 en total) y un chaspe de
madera de la base del tronco, para detectar a
través de camara humeda, aislamiento en placa
y posterior analisis molecular, la presencia de
hongos patdgenos (243 en total). También se
obtuvieron los parametros edaficos basicos
y los datos climaticos de cada una de las
parcelas de estudio. Los principales resultados
de esta tesis han sido:

i) Paralos factores abidticos y de gestion:
Se confirmé que las masas muestreadas
presentaban decaimiento, con casi el 40
% de los arboles muertos o dafiados (10 y
30 %, respectivamente). No se encontraron
diferencias significativas en cuanto a regiones
procedencia de la especie. Sin embargo,
si se observaron diferencias significativas
segun la zona de muestreo, siendo la zona
de la Ribera del Duero en Burgos una de las
mas afectadas. Se observd un mejor estado
sanitario en masas puras que en masas
mixtas. A su vez, las masas en las que se
habian realizado claras, presentaban mejor
estado sanitario que las masas donde no se
habian aplicado claras. En particular, los altos

valores de la altura total y de la precipitacion
de primavera parecen indicar un mejor estado
sanitario, mientras que la alta densidad de la
masa se asocio a estados fitosanitarios mas
pobres. Estos resultados parecen sugerir que
el déficit de agua y la competencia estarian
actuando como factores de predisposicion
al decaimiento de Pinus pinaster en la
Peninsula Ibérica. Por otro lado, se detectaron
diferencias en los patrones de crecimiento
entre los arboles con diferentes condiciones
fitosanitarias dentro de las diferentes zonas de
muestreo. Se observaron de forma frecuente y
constante eventos de alta aridez principalmente
durante dos periodos: a principios de la
década de los 90, en 1994 y sobre todo
durante el afo 2005. Los correlogramas
entre el crecimiento y la aridez generaron
respuestas significativas en funcion del estado
sanitario de los arboles y de la densidad de
las masas. Las correlaciones significativas de
los arboles muertos se localizaron a lo largo
de un intervalo estrecho del eje del tiempo,
mientras que los arboles sintomaticos y sanos
se localizaron en intervalos medios y mas
amplios, respectivamente. Estos resultados
sugirieron que los periodos de sequia de las
dos ultimas décadas, podrian estar actuando
como factores de incitaciéon al decaimiento.

i) Para los factores bioticos: Se aislo
e identific6 mediante técnicas morfolégicas y
moleculares la presencia de Heterobasidion
annosum en Pinus pinaster por primera vez
en Espana (primera cita). Por otra parte, se
identificaron quince especies de hongos, que
se dividieron en dos grupos distintos en funcién
de su ecologia: seis especies saprofitas y
nueve especies patdgenas con diferentes
grados de virulencia. Las especies patoégenas
identificadas pertenecieron principalmente
al grupo de los hongos Ophiostomatales
o del azulado de la madera destacando
entre ellas Ophiostoma minus, Ophiostoma
ips, Ophiostoma piliferum 'y Ophiostoma
ranaculosum. También se identificd el hongo de
pudricidn de la raiz Heterobasidion annosum.
La zona de muestreo de la Ribera del Duero en
Burgos albergd el mayor numero de especies
de hongos patdégenos, mientras que la zona
de Soria fue la que presenté el menor numero.
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Finalmente se realiz6 por primera vez hasta
la fecha, un ensayo de patogenicidad de
aislados espafioles de Heterobasidion
annosum sobre plantulas de dos afios de
Pinus pinaster. Las tasas de mortalidad,
la longitud de las necrosis, los sintomas

inoculadas, difirieron significativamente de
las plantas control. Por lo tanto, este estudio
demostro la susceptibilidad del pino Negral a
Heterobasidion annosum en Espana, lo que
nos sugiere, que este patdégeno podria ser
uno de los principales agentes contributivos

de marchitamiento de las aciculas y el al decaimiento.

porcentaje de raices finas de las plantulas

Publicaciones derivadas de la Tesis Doctoral:

Prieto-Recio, C., Martin-Garcia, J., Bravo, F., Diez, J.J., 2015. Unravelling the associations
between climate, soil properties and forest management in Pinus pinaster decline in the Iberian
Peninsula. Forest Ecology and Management. 356, 74—83. doi:10.1016/j.foreco.2015.07.033.
Factor de impacto (JCR) 2.66.

Prieto-Recio, C., Martin-Garcia, J., Diez, J.J., 2014. Pathogenicity of Spanish isolates of
Heterobasidion annosum s.s. in Pinus pinaster seedlings. Forest Pathology 44, 163—165.
doi:10.1111/efp.12091. Factor de impacto (JCR) 1.37.

Prieto-Recio, C., Romeralo, C., Bezos, D., Martin-Garcia, J., Martinez-Alvarez, P., Botella, L.,
Diez, J.J., 2012. First Report of Heterobasidion annosum on Pinus pinaster in Spain. Plant
Disease 96, 770. doi:10.1094/PDIS-10-11-0890-PDN. Factor de impacto (JCR) 3.02.

Préximos envios a revistas cientificas (sin publicar):

Prieto-Recio, C., Lara, W., Riofrio, J., Diez, J.J., Bravo, F., 2016. A multilevel approach for
modelling tree growth and aridity in relation to stand competition and health status of Pinus
pinaster in Spain. Agricultural and Forest Meteorology.

Prieto-Recio, C., Roder, G., Diez, J.J., 2016. Blue-stain and root rot fungi associated with the
Pinus pinaster decline in the Iberian Peninsula. Silva Fennica.

Prieto-Recio, C., Bravo, F., Diez, J.J., Martin-Garcia, J., 2016. Influence of environmental and
silvicultural factors on Pinus pinaster health status at individual tree level in central Spain.
Annals of Forest Science.

Noticias publicadas en internet sobre la Tesis
La Vanguardia: http:/www.lavanguardia.com/vida/20161028/411406444462/estudio-revela-las-causas-
de-decaimiento-de-los-pinos-y-como-mejorar-su-salud.html

Heraldo de Soria: http://www.heraldodesoria.es/noticias/castilla-leon/2016/10/28/un-estudio-revela-las-
causas-del-decaimiento-los-pinos-como-mejorar-salud-1135791-1511034.html

DICYT. http://www.dicyt.com/noticias/desvelan-que-factores-estan-matando-al-pino-negral-y-como-
es-posible-mejorar-su-salud?platform=hootsuite

NCYT: http:/noticiasdelaciencia.com/not/21675/desvelan-que-factores-estan-matando-al-pino-negral-
y-como-es-posible-mejorar-su-salud/

El Norte de Castilla: http:/mwww.elnortedecastilla.es/palencia/201610/31/palencia-investiga-pinos-
resineros-20161031114139.htmI?ns_campaign=rrss&ns_mchannel=boton&ns_fee=0&ns__
source=fb&ns_linkname=palencia

Revista “Agro” de elEconomista: reportaje de dos paginas sobre la Tesis (paginas 28 y 29): http:/diario.
eleconomista.es/i/752706-eleconomista-agro-19-noviembre-2016?token=
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ngela Varo Suarez

Ha defendido su Tesis Doctoral titulada “Evaluaciéon de
microorganismos, enmiendas organicas y productos naturales para
el control biolégico de la Verticilosis del olivo” el 16 de dicimenbre
de 2016 en la Universidad de Cérdoba (UCO). La Tesis se realizé en la
Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronémicay de Montes bajo la
direccion del Dr. Antonio Trapero Casas. El tribunal estuvo constituido
por los Drs. Francisco J. Lopez Escudero (UCO), Jordi Luque i Font
(IRTA) y Paula Baptista (Instituto Politécnico de Bragancga, Portugal).
La Tesis obtuvo la calificacion Sobresaliente Cum Laude con Mencidn
Internacional.

La autora junto con el Tribunal y el Director de la Tesis Doctoral. De izquierda a
derecha: Jordi Luque i Font, Francisco J. Lopez Escudero, Angela Varo Suarez,
Antonio Trapero Casas y Paula Baptista

Uno de los retos mas importantes
de la olivicultura actual es el control de la
Verticilosiscausadaporelhongo Verticillium
dahliae. Estimaciones realizadas en varios
paises de la cuenca mediterranea senalan
incidencias medias de 1-5% de olivos
afectados, aunque en algunas areas se
ha constatado una incidencia superior al
50% y una elevada mortalidad de arboles.
La gran dificultad que presenta el control

de esta enfermedad, junto a la falta de
productos quimicos eficaces, tanto para el
tratamiento del suelo como de la planta,
ha motivado la busqueda de métodos
alternativos de control. Dentro de este
contexto, surge el control biolégico como
una estrategia eficaz y sostenible. Por
esta razon, la identificacion de potenciales
tratamientos biolégicos para el control de
la Verticilosis es un objetivo prioritario
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para el desarrollo de una estrategia
integrada de control de la enfermedad.

El primer objetivo de la Tesis
doctoral realizada fue la puesta a
punto de un método de infestacion del
suelo que reprodujese las condiciones
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de un medio de cultivo para producir
dichas estructuras e infestar el suelo.
No obstante, el mejor método de
infestacion del suelo seleccionado en
base a la respuesta severa, consistente
y homogénea de las plantas fue el medio
arena-harina de maiz-agua (AMA) a una
dosis del 20% (peso/peso). Este método
de infestaciéon permitié establecer
diferentes rangos de eficacia, desde
altamente eficaces (>90% de reduccion

de la enfermedad) hasta levemente
eficaces (<10% de reduccién de la
enfermedad).

El siguiente objetivo fue
la evaluacion de diferentes
microorganismos (hongos, bacterias

y su extractos), enmiendas organicas
(residuos de animales y de la industria
agroalimentaria) y sustancias naturales
(aceitesesencialesyextractosvegetales)
para el control de V. dahliae, mediante
el desarrollado de una metodologia de
seleccion de los tratamientos bioldgicos
en cuatro etapas: 1) in vitro, por su
efecto sobre el crecimiento micelial o la
germinacién de esporas del patégeno, 2)

infeccion. Previamente,
para superar la limitaciobn que
presentaban determinados aislados
recalcitrantes de V. dahliae para la
producciéon de las estructuras de
resistencia (microesclerocios), se
realizé la evaluacién y optimizacion

naturales de
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ensuelo, porsu efecto sobrelareduccion
de microesclerocios del patdégeno en
un suelo naturalmente infestado, 3) en
planta, por su efecto sobre la infeccion
de plantones de olivo en condiciones
controladas, y 4) en campo, por su efecto
sobre la enfermedad en condiciones de
infeccion natural.

los resultados de
la evaluacion de 162 tratamientos
en condiciones  controladas, se
seleccionaron 14 tratamientos
biolégicos para ser evaluados en tres
experimentos de campo, uno de estos
experimentos, FT3, aun esta en curso.
La cepa no patogénica de Fusarium
oxysporum FO12, y el orujo de vid
CGRO03, fueron los candidatos mas
prometedores, alcanzando casi el 100%
de la inhibicion de la enfermedad en
condicionescontroladasylaerradicacion
del patégeno en suelo naturalmente
infestado. No obstante, éstos y otros
potenciales tratamientos deben ser
confirmados en futuros experimentos
en campo con diferentes densidades de
inoculo y condiciones edafoclimaticas.

En base a
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Los resultados obtenidos suponen un avance significativo con relacion al control de
la Verticilosis del olivo en campo, puesto que algunos de los candidatos seleccionados en
este trabajo podrian estar disponibles en un futuro préximo como tratamientos biolégicos
eficaces que ayuden a controlar esta importante enfermedad.

Publicaciones derivadas de la Tesis Doctoral

Varo, A., Mulero, A., Adem, M., Roca L., Raya, M.C., Lépez-Escudero, F.J., Trapero, A. (2017)
Screening water extracts and essential oils from Mediterranean plants against Verticillium
dahliae in olive. Crop Protection 92: 168-175.

Varo, A., Raya-Ortega M.C., Garcia-Ortiz Civantos, C., Fernandez-Hernandez, A., Agusti-
Brisach, C., Trapero, A. (2017). Identifying potential organic amendments to suppress the
Verticillium wilt disease of olive. Plant Pathology. (In press).

Varo, A., Raya, M.C., Trapero, A. (2016) Selection and evaluation of microorganisms for
biocontrol of Verticillium dahliae in olive. Journal of Applied Microbiology 121: 767-777.

Varo, A., Raya, M.C., Trapero, A. (2016) Enhanced production of microsclerotia in recalcitrant
Verticillium dahliae isolates and its use for inoculation of olive plants. Journal of Applied
Microbiology 121: 473-484.

Garcia-Ruiz, G., Trapero, C., Varo-Suarez, A., Trapero, A., Lépez-Escudero, F.J. (2015)
Identifying resistance against Verticillium wilt in local Spanish olive cultivars. Phytopatologia
Mediterranea 54: 453-460.

Varo, A., Moral, J., Lozano-Tévar, M.D., Trapero, A., 2016. Development and validation of an
inoculation method to assess the efficacy of biological treatments against Verticillium wilt in
olive trees. BioControl 61: 283-292.

Rybakova, D., Schmuck, M., Wetzlinger, U., Varo-Suarez, A., Murgu, O., Muller, H., Berg, G.
(2016) Kill or cure? The interaction between endophytic Paenibacillus and Serratia strains
and the host plant is shaped by plant growth conditions. Plant and Soil 405: 65-79
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riadna Giné Blasco

Ha defendido el pasado 21 de dciembre de 2016 su Tesis Doctoral

titulada “Population dynamics of Meloidogyne spp. on tomato and
cucumber and biologically-based management strategies” en el
Departament d’Enginyeria Agroalimentaria i Biotecnologia, Universitat
Politéecnica de Catalunya bajo la direccion de los doctores Francisco
Javier Sorribas Royo y César Ornat Longaron. El tribunal estuvo
constituido por los doctores Pablo Castillo Castillo (IAS-CSIC), Luis
Vicente Lopez Llorca (Universidad de Alicante) y Francisco Luis Sepulcre
Sanchez (Universitat Politécnica de Catalunya). La Tesis obtuvo la
calificacion de Sobresaliente Cum Laude.

De izquierda a derecha, Luis Vicente Lopez Llorcam Pablo Castillo Castillo, Ariadna
Giné Blasco, Francisco Luis Sepulcre Sanchez y Francisco Javier Sorribas

Meloidogyne es el principal género
de nematodos fitoparasitos limitante de
la produccion vegetal a nivel mundial,
estando presente en la mayoria de las
zonas horticolas en Espana causando
pérdidas econdmicas. El objetivo general
de la tesis fue determinar la dinamica de

poblacién de Meloidogyne spp. en tomate
y pepino, las pérdidas de produccién que
causa, y el efecto de diversos métodos de
gestion, de base biolégica, para reducir
la tasa de crecimiento de la poblacién
del nematodo y el dafio que causa a los
cultivos.



Figura 1. Dafios causados por Meloidogyne incognita
en el tomate susceptible cv. Durinta

Los objetivos especificos y los
resultados mas relevantes son los
siguientes: i) Elaborar modelos fenoldgicos
de Meloidogyne spp. en cucurbitaceas. Los
requerimientos térmicos de M. incognita y
M. javanica en pepino y calabacin fueron
similares, pero diferentes de los de sandia.
En sandia, los requerimientos térmicos de
M. incognitay M. javanica para completar el
ciclo de vida difirieron.

ii) Caracterizar la dinamica de
poblacién de M. incognita en pepino y tomate
y las pérdidas de produccion ocasionadas
por el nematodo. La tasa de crecimiento de
la poblacion de M. incognita en cultivo de
pepino fue mayor en el cultivo de verano-
otofio que en el de primaveraverano, pero el
limite de tolerancia y la minima produccion
relativa no difirieron entre periodos de
cultivo. En tomate, la tasa de crecimiento
de la poblacion en el cultivar resistente fue
menor que en el susceptible. El limite de
tolerancia no difirié entre cultivares, pero la
minima produccion relativa fue mayor en el
cultivar resistente. La tasa de crecimiento
de la poblacién en el cultivar resistente
incrementd con los anos de cultivo
reiterado. La evolucién de los parametros
poblacionales a lo largo del tiempo permitié
detectar precozmente la seleccion de
virulencia.

iii) Caracterizar el efecto del patron

Figura 1. Danos causados por Meloidogyne
incognita en pepino cv. Dasher Il

hibrido de calabaza RS841 sobre ladinamica
de poblacion de M. incognita y la produccion
de pepino en invernadero. La tasa de
crecimiento de la poblacién del nematodo
en el pepino injertado fue mayor que en el
no injertado, sin mostrar diferencias en el
limite de tolerancia y la minima produccion
relativa. En nuestras condiciones, el patron
RS841 no es resistente al nematodo ni
aporta mas tolerancia al cultivo.

iv) Deteccion de hongos parasitos de
huevos de Meloidogyne spp. en parcelas
de produccién comercial de hortalizas. Se
muestrearon un total de 40 parcelas de
produccion horticola, 10 en produccion
ecolégica y 30 en produccién integrada.
Se detectaron hongos parasitos de huevos
de Meloidogyne spp. en todas las parcelas
ecolégicas y en la mayoria de integradas.
El nivel de parasitismo superaba el 40% en
algunas de ellas. Pochonia chlamydosporia,
Fusariumsp.y Plectosphaerella cucumerina,
fueron los hongos mas frecuentes, pero solo
la frecuencia relativa de P. chlamydosporia
estuvo relacionada con el porcentaje de
parasitismo.

v) Caracterizar suelos supresivos a
Meloidogyne spp. en parcelas de produccion
ecolégica de hortalizas. Se realizd un
estudio del seguimiento de la fluctuacion
de las densidades de Meloidogyne spp. y
del parasitismo de huevos en dos parcelas
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de produccion ecoldgica en invernadero.
Ademas, se realizaron bioensayos en
contenedor para certificar la supresividad
de estos suelos. Paralelamente, se
obtuvieron perfiles microbianos mediante
DGGE y se compararon con un suelo

251) sobre M. incognita en una rotacion
tomate-pepino en invernadero. La
resistencia vegetal fue el unico factor que
disminuyo la reproduccion del nematodo
y aumenté el rendimiento del cultivo, sin
apreciarse ningun efecto de BioAct WG.

conductivo. Los resultados demostraron
la supresividad de los suelos. Los
perfiles microbianos revelaron patrones
diferentes en los suelos supresivos y el
conductivo. vi) Determinar el efecto de
la resistencia vegetal y la aplicacion de
BioAct WG (Purpureocillium lilacinus cepa

No obstante, en los ensayos in vitro, el
hongo mostré gran capacidad de control.
Las condiciones ambientales durante
el cultivo, la composiciéon del formulado
comercial, y/lo las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo podrian haber
afectado a su actividad.
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NUEVAS DESCRIPCIONES

NOTA INFORMATIVA:

Os recordarmos la obligacion de comunicar a la administracion
publica competente “...la aparicion de organismos nocivos de los vegetales
o de sintomas de enfermedad para los vegetales y sus productos, cuando

no sean conocidos en la zona...”, tal y como establece la Ley de Sanidad
Vegetal (Ley 43/2002).

Enconsecuencia, y conanterioridad alapublicacion delosresultados,
los investigadores tienen la obligacion de ponerse en contacto con el
Servicio de Sanidad Vegetal de la Comunidad Autdnoma correspondiente
para informar de la deteccién de nuevos patdégenos, si se trata de primeras
citas en Espana.

Igualmente, se debe contactar con dichos servicios ante cualquier
nueva deteccion de un organismo de cuarentena (aunque no sea primera
cita en Espafa); ante la duda, se recomienda consultar con estos servicios el
posible estatus de organismo de cuarentena para el patégeno identificado.
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LOS 0iDIOS

Entre las enfermedades causadas
por hongos, los oidios constituyen
probablemente el grupo de enfermedades
mas importantes de nuestros cultivos. Estas
enfermedades, comunmente conocidas
como cenizas o cenicillas, son causadas
por hongos ascomicetos del orden
Erysiphales y la familia Erysiphaceae,
(Bindschedler et al., 2016). Estos hongos
patégenos estan ampliamente distribuidos,
infectando una gran variedad de especies
de plantas tanto monocotiledéneas como
dicotiledoneas (Braun y Cook, 2012). El
numero de especies de oidio reconocidas ha
aumentado de 515 especies en 1987 (Braun,
1987) a mas de 820 especies actualmente
(Braun y Cook, 2012). Las enfermedades
causadas por los oidios se caracterizan
por la aparicion de manchas blanquecinas
pulverulentas facilmente reconocibles tanto
en la superficie de la hoja (Fig. 1), como en
peciolos y tallos, y ocasionalmente en frutos
(Pérez Garcia et al., 2009). Estos patégenos,
debido a su peculiar estilo de vida como
biotrofos obligados, no matan directamente
a su huésped, ya que necesitan de las
células vivas del mismo para establecerse
y proliferar (Vogel et al., 2004).

Figura 1. Sintomatologia tipica de los oidios.
Hoja de calabacin completamente infectada por
colonias de oidio de cucurbitaceas Podosphaera
xanthii. La imagen fue tomada de Pérez-Garcia et
al. (2009).

Uno de Ilos mayores desafios
que enfrentan los agricultores y los
investigadores es el manejo de las
enfermedades causadas por los oidios.
El uso de practicas culturales, cultivares
resistentes, fungicidas y organismos
antagonistas son herramientas principales
para el control de estas enfermedades.
El control de las condiciones del suelo, la
nutricion de la planta, la densidad de los
cultivos, el saneamiento y la rotacion de los
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mismos, también afectan a la intensidad
de la infeccion (Zeriouh et al., 2014). En
la actualidad, se implementan estrategias
de control integrado que combinan
muchas de estas herramientas (Zeriouh
et al, 2014). Desafortunadamente,
estos patdgenos presentan una
gran capacidad de adaptaciéon y han
conseguido  desarrollar  resistencias
frente a un gran numero de fitosanitarios,
lo que ha llevado a los agricultores a
utilizar herramientas muy diferentes
para combatirlos y a los investigadores a
buscar nuevas alternativas. El desarrollo
de programas apropiados de manejo
de estas enfermedades requiere una
buena comprensién de la biologia de los
oidios. La identificacion de los aspectos
clave que subyacen a las interacciones
moleculares patdégeno-huésped puede
ser un camino que permita el desarrollo
de fitoterapias alternativas en el futuro,

sin embargo, el estilo de vida de
los oidios como biotrofos obligados
representa un obstaculo importante para
los investigadores, que ha limitado el
estudio y la comprension de la biologia
celular y molecular de estos patdgenos.

ESTABLECIMIENTO Y DESARROLLO
DE LA ENFERMEDAD

Una de las caracteristicas de los
oidios es que su ciclo de vida consta
de dos fases, una fase asexual y una
fase sexual. La fase sexual ocurre
unicamente cuando dos hifas de tipos de
compatibilidad opuestos se encuentran.
Como consecuencia, se forma un
tipo de cuerpo fructifero, denominado
casmotecio, que en el caso de
Podosphaera xanthii, el principal agente
causal del oidio de las cucurbitaceas,
contiene sélo un asca que alberga ocho
ascosporas o esporas sexuales (Fig. 2).

Figura 2. Estructuras de desarrollo de los oidios. A, un conidio germinado de P. xanthii (c) que
muestra un apresorio (asterisco) desarrollado sobre una hoja de meldn. La flecha indica el punto
de penetracion. B, una colonia P. xanthii a las 72 horas de la inoculacion mostrando un conidiofor
(flecha). C, detalle de una colonia de P. xanthii. D, un casmotecio de P. xanthii (ca) que contiene un
asca (a) con ocho ascosporas (as). Barras de escala: 250 ym en A, 1000 ymen C, 10 um en By D.
La imagen D fue tomada de Pérez-Garcia et al. (2009).
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La fase de vida asexual comienza con
la deposicidon de conidios en la superficie de
la hoja de un huésped apropiado. Después
de aterrizar en un huésped susceptible,
los conidios producen un tubo germinal
primario corto que detecta la naturaleza
de la superficie (Pérez-Garcia et al., 2009;
Martinez-Cruz et al., 2015) terminando en
un primer apresorio diferenciado (Fig. 2),
que es responsable de la penetracion en el
huésped (Martinez-Cruz et al., 2014). Una
combinacion de estrategias que incluyen
una degradacion enzimatica de la cuticula y
pared celular y una alta presion de turgencia
generada por el apresorio, permite que una
hifa diferenciada a partir del apresorio o
hifa de penetracién, penetre en la célula
epidérmica.

Después de penetrar la pared
celular de la célula epidérmica, la hifa de
penetracion se agranda para producir
el cuerpo haustorial (Martinez-Cruz et
al., 2014). A partir de esta estructura,
se desarrollan algunas prolongaciones
llamadas I6bulos haustoriales (Martinez-
Cruz et al., 2014). Tras el desarrollo de los
I6bulos, el cuerpo haustorial se ensancha,
provocando la invaginacion de la membrana
plasmatica de la planta, lo que resultara
en la membrana extrahaustorial (EHM). La
EHM es una modificacion de la membrana
de la planta, siendo muy diferente de la
membrana original en su composicion
molecular (Huckelhoven y Panstruga, 2011)
y estructura, ya que varias proteinas de la
membrana del huésped no estan presentes
en la EHM (Martinez-Cruz et al., 2014).
Sin embargo, el origen de la membrana
extrahaustorial sigue siendo incierto y
ha dado lugar a dos teorias: i) el origen
de la EHM es consecuencia de la alta
modificacién de la composicion de la EHM
a lo largo del tiempo por el hongo, o ii) la
EHM es consecuencia de una sintesis de
novo durante el desarrollo del haustorio
(Martinez-Cruz et al., 2014).

La membrana extrahaustorial y la
membrana haustorial estan selladas en
el cuello del cuerpo haustorial por dos

regiones, denominadas bandas del cuello
(Wang et al., 2009). Por esta razon, entre
la pared haustorial y la EHM hay un espacio
compuesto por wuna materia amorfa,
denominada matriz extrahaustorial (EHMx)
(Gil y Gay, 1977) que parece ideal para la
absorcion de nutrientes del huésped por
el patogeno (Gil y Gay, 1977). El conjunto
del cuerpo haustorial, los I6bulos, EHMx vy
EHM se denomina el “complejo haustorial”
(Martinez-Cruz et al., 2014).

Una vez establecido el primer
haustorio funcional, el micelio epifitico
prolifera y produce un apresorio secundario,
que dara lugar a un haustorio adicional.
Posteriormente, la hifa primaria se ramifica
para formar hifas secundarias como
estructuras morfolégicamente distintas.
Después de aproximadamente 5-6 dias tras
la inoculacion, las colonias son visibles a
simple vista en la superficie de la hoja y, a
partir de entonces, los conidiéforos emergen
verticalmente para producir grandes masas
de conidios que diseminaran el hongo a
otras plantas (Fig. 2) (Both et al., 2005).

ASPECTOS GENETICOS Y
MOLECULARES DE LOS 0iDIOS

En los ultimos 15 afos, ha habido
un aumento en las publicaciones sobre
aspectos moleculares de los oidios muy
notable. Desde 2001, con la publicaciéon de
la primera coleccion EST de una especie de
oidio, ha habido un crecimiento exponencial
de publicaciones de caracter molecular (Fig.
3). Uno de los avances que ha facilitado el
estudio de los aspectos moleculares de los
oidios ha sido la aparicién de los nuevos
sistemas de secuenciacion o tecnologias de
secuenciaciondeproximageneracion (NGS),
cuyo progreso en términos de velocidad,
longitud de lectura, numero de lecturas y
rendimiento, ademas de la reduccion en los
costes, han permitido la rapida proliferacion
de estudios moleculares. Las tecnologias
NGS permiten, entre otras aplicaciones,
la secuenciacion de genomas completos,
transcriptomas especificos de célula, RNA-
seq, ChlP-seq y metagendmica (Buermans
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y Dunnen, 2014). No obstante, pesar
del bajo coste y la disponibilidad de las
tecnologias NGS, los oidios constituyen

2000

el grupo mas grande de patdgenos
vegetales que permanece aun por
caracterizar a nivel genético y molecular.
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Figura 3. Serie historica de articulos relacionados con los oidios. Se utilizé la base de datos Scopus
(@rea de Ciencias de la Vida) para el analisis y el término "powdery mildew" se introdujo como
parametro de busqueda. Se seleccionaron los articulos de investigacion originales incluidos en los
campos "Agricultura y Ciencias de la Vida" (gris oscuro) y "Bioquimica, Genética y Biologia Molecular"

(gris suave).

Sin lugar a dudas, la publicacién
de los primeros genomas de oidio (Spanu
et al., 2010) ha marcado un antes y un
después en la biologia de los oidios.
Desde 1996, con la secuenciacion del
genoma de Saccharomyces cerevisiae
(Goffeau et al., 1996), hasta hoy, hay
mas de 100 genomas secuenciados de
diferentes especies de hongos (Sharma,
2016). Sin embargo, a pesar de que
hay mas de 820 especies de oidios que
causan grandes pérdidas en la cantidad
y calidad de los frutos, se sabe muy poco
acerca de su genética. Desde 1996,
cuando se secuencio el primer genoma
de un hongo, no fue hasta 2010 cuando
se publico el primer genoma de una
especie de oidio (Spanu et al., 2010).
La secuenciacion del genoma del oidio
de la cebada B. graminis f. sp. hordei
y su comparacién con los borradores
de genoma del oidio del guisante
Erysiphe pisi y el oidio de Arabidopsis
Golovinomyces orontii, revel6 aspectos

muy interesantes de la biologia de estos
patégenos. Uno de estos aspectos fue
la constatacion de la pérdida de ciertos
genes que codifican enzimas de los
metabolismos primario y secundario,
enzimas responsables del procesado
de carbohidratos y transportadores de
membrana, lo que probablemente refleja
su redundancia para un estilo de vida
exclusivamente biotrofo (Spanu et al,
2010).

Una de las caracteristicas de los
genomas de los oidios que suscitdé gran
interés fue su gran tamafo. El tamafio
gue mostraban los genomas de las tres
especies de oidio analizadas era muy
similar entre si, sin embargo, era varias
veces mayor que el genoma de otros
hongos e incluso de otros miembros de
la misma clase (Leotiomicetes), siendo
mas cercano en tamafno a los genomas
de basidiomicetos fitopatogenos
muy alejados filogenéticamente.
Curiosamente, el tamafio del genoma
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de los hongos necrotrofos es de 20-40 Mb,
30-90 Mb en hemibiotrofos y 80-180 Mb en
hongos biotrofos obligados. Sin embargo, a
pesar del gran tamafo de sus genomas, la
densidad génica de estos es muy baja en
comparacion con otros hongos filamentosos
no biotrofos (Bindschedler et al., 2016).
Analizando el numero de genes, oidios
como B. graminis f. sp. hordei, Blumeria
graminis f. sp. tritici o Erysiphe necator,
presentan aproximadamente 6.500 genes
codificantes de proteinas (Pedersen et al.,
2012; Wicker et al., 2013; Jones et al., 2014).
Este numero es significativamente menor en
comparacion con otras especies de hongos
flamentosos tales como Botrytis cinerea,
Sclerotinia sclerotiorum o Aspergillus niger,
que contienen entre 12.000 y 14.000 genes
codificantes de proteinas en sus genomas
(Pel et al., 2007; Amselem et al., 2015).
Esta diferencia entre el numero de genes
y el tamano del genoma de los oidios es
causada por la gran acumulacion de ADN
repetitivo, fundamentalmente debida a la
gran cantidad de elementos transponibles
(TE) que contienen sus genomas (Wicker et
al., 2014; Amselem et al., 2015).

El cambio del milenio marcé la
proliferacion de estudios de transcriptomica
en oidios. En 2001 se realizé la primera
aproximacion para estudiar el transcriptoma
de B. graminis f. sp. hordei a partir del
analisis de marcadores de secuencias
expresadas (EST). Para ello, se generaron
dos bibliotecas de ADNc a partir de ARN
aislado de conidios no germinados vy
conidios germinados sobre una placa de
vidrio. La secuenciaciéon de 2.676 clones
seleccionados al azar resultdé en 4.908
EST, a partir de las cuales se identificaron
1669 secuencias individuales (Thomas et
al., 2001). La mayoria de las secuencias
obtenidas mostraron poca o ninguna
homologia con genes de funcion conocida.
Ademas, a partir de esas secuencias
mostraron que la mayoria de los genes
se expresaron en las primeras etapas del
desarrollo, lo que sugiere que las primeras
etapas de desarrollo del hongo es un

proceso complejo.

Recientemente, se ha secuenciado
el transcriptoma epifitico del oidio de las
cucurbitaceas P. xanthii. Utilizando una
plataforma 454 GS FLX, se obtuvieron
676.562 lecturas ensambladas en 39.346
contigs, identificandose 8.798 genes. Como
se describié anteriormente para otros
oidios, se observo la pérdida de un conjunto
similar de genes, lo que podria explicar el
estilo de vida como biotrofos obligados
de los oidios (Vela-Corcia et al., 2016).
Haciendo mencion especial a lo expuesto
anteriormente sobre el gran numero de
elementos transponibles en los genomas de
los oidios, el transcriptoma epifitico de P.
xanthii también mostré transcritos derivados
de TE como se ha observado previamente
en el oidio de la vid E. necator (Jones et
al., 2014), lo que sugiere que los TE son
transcripcionalmente activos en P. xanthii.

Centrandonos en los aspectos
moleculares involucrados en la interaccion
hongo-planta, hay un grupo de proteinas
secretadas que ha llamado la atencion
por su papel en la virulencia de estos
patdgenos fungicos, son las denominadas
proteinas efectoras o efectores. Weliling
y colaboradores (2012) llevé a cabo el
analisis del transcriptoma de haustorios
aislados de G. orontii, obteniendo 7.077
contigs. El analisis de los transcritos revel6
que los genes codificantes de proteinas
con papel en el plegamiento de proteinas,
la desintoxicacion de especies reactivas
de oxigeno y patogénesis fungica estaban
altamente representados en el transcriptoma
haustorial. Sorprendentemente, una
alta proporcion de los transcritos (38%)
codificaban proteinas predichas para ser
secretadas, incluyendo 70 PEC (proteinas
efectoras candidatas) (Tabla 1). Los
secretomas de B. graminis f. sp. hordei
y E. necator contienen 491 y 150 PEC,
respectivamente (Tabla 1). Recientemente,
el analisis del secretoma epifitico de P.
xanthii revelé6 138 posibles proteinas
secretadas, incluyendo 56 PEC (Tabla 1).
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Tabla 1. Datos gendmicos, transcriptomicos y protedmicos actualmente disponibles para algunas especies de oidios.

Transcriptoma Proteoma

Proteinas

secretadas/PEC Referencia

i Genoma

Especie Hospedador Tamafio GenesProteinas
(Mb)

Blumeria graminis f.
sp. hordei Cebada 120 7061 6495
Blumeria graminis 1. Trigo 180 6538 6525
sp. tritici g
Erysiphe pisi Guisante 151 - -
Erysiphe necator Vifia 126 6533 6482
Golovinomyces orontii  Arabidopsis 160 - -

Podosphaera xanthii  Cucurbitaceas - - -

Pedersen et al.,

Completo  Completo 491/278 2012

) ) 602/- g\g:get etal,
Conidia -
Cday . e e
Haustorio . 157/70 ;‘gjﬁ”“g etal,
ey o

EFECTORES: MODERADORES EN EL
DIALOGO PATOGENO-PLANTA

Para mantener una estrecha
relacion con el huésped a través
del haustorio, el patégeno tiene que
manipular los mecanismos de defensa de
la planta para evitar su reconocimiento,
modulando asi las respuestas defensivas
de la misma. Para ello, estos patdégenos
se sirven de una amplia bateria de
proteinas relacionadas con la virulencia
denominadas efectores (Pennington et
al., 2016).

Los efectores se definen como
proteinas secretadas por el patégeno que
alteran la estructura de la fisiologia de la
célula huésped, modulan la respuesta
de defensa de la planta y protegen
la integridad fungica para permitir la
colonizacion y proliferacion (Pedersen et
al.,, 2012). En el caso de los oidios, se
han descrito una serie de caracteristicas
generales comunes entre las proteinas
efectoras candidatas (PEC). En términos
de tamafo, la mayoria de las PEC
descritas en B. graminis f. sp. hordei
codifican principalmente pequenas
proteinas secretadas con un tamano de
menos de 300 aminoacidos (Pedersen et
al., 2012). Una caracteristica inherente
de ser proteinas secretadas es que la
cantidad de residuos de cisteina que
poseen las PEC es significativamente

mayor que la observada en proteinas no
PEC. Esto se debe a que las cisteinas
pueden formar puentes disulfuro entre si,
lo que proporcionaria proteccion contra
las proteasas del huésped (Hacquard et
al., 2012). En relacién a su capacidad de
ser secretadas, un motivo comun, Y/F/
WxC, fue identificado entre 107 PEC
de una libreria de ADNc haustorial de
B. graminis f. sp. hordei (Godfrey et al.,
2010). Se sugiri6 que este motivo era
responsable de la translocacion de los
efectores a la célula vegetal como ocurre
con los efectores de oomicetos, los cuales
presentan dos clases de secuencias
consenso, RxLR y LxFLAK, importantes
para la translocacion de proteinas en las
células huésped (Schmidt et al., 2014).

Los efectores se agrupan segun
su localizacion en efectores apoplasticos
o citoplasmaticos (Pedersen et al.,
2012). Dentro de los de localizacién
citoplasmatica, los efectores pueden
tener destinos muy diferentes, como
localizacion nuclear, membrana
plasmatica o reticulo endoplasmico,
entre otros (Stergiopoulos y de Wit,
2009). Tan diversa es su localizacién
en la célula huésped como es su papel
en la interaccion planta-patégeno.
Hasta la fecha, los efectores han estado
involucrados en la modulacion de las
respuestas de defensa de las plantas,
la manipulacion del metabolismo de



ARTICULO CIENTIFICO

las plantas y la remodelacion de la célula
huésped (Pliego et al., 2013; Pennington et
al., 2016).

,COMO ABORDAR EL ESTUDIO DE LOS
EFECTORES DE OIDIOS?

Debido al estilo de vida de los oidios
como biotrofos obligados, su estudio en
la practica es realmente complicado y
su manipulacion genética resulta dificil
(Micali et al., 2008). Sin embargo, en
los ultimos afos se han desarrollado
metodologias alternativas para llevar a
cabo la identificacion y analisis de genes
de efectores candidatos de oidios, que
permiten superar la problematica impuesta
por su peculiar estilo de vida. Una de las
estrategias para el estudio de los efectores
es la manipulacion genética. En otras
especies de hongos filamentosos, se
han desarrollado y empleado diferentes
técnicas de transformacion, resultando
en fendmenos de transformacion estables
(Jiang et al, 2013). Los métodos de
transformacion de hongos filamentosos
incluyen la transformacion de protoplastos
mediante polietilenglicol (PEG), el
bombardeo de particulas, la electroporacion,
la transformacion virica y la transformacion
mediada por Agrobacterium tumefaciens
(ATMT) (Michielse et al., 2008; Jiang et al.,
2013; Martinez-Cruz et al., 2016).

La transformacion de protoplastos
mediante PEG no puede aplicarse a los
oidios ya que requiere la degradacién de la
pared celular y la posterior regeneracion de
la misma en medio artificial. Debido a su
estilo de vida, los oidios no crecen en medios
artificiales y no pueden regenerar su pared
celular sobre la superficie de la hoja. La
biobalistica fue empleada por primera vez
para transformar B. graminis f. sp. hordei,
obteniendo transformantes que expresaban
el gen de la B-galactosidasa (Christiansen et
al., 1995, Chaure et al., 2000). Sin embargo,
este método ha resultado poco reproducible
y con una aplicabilidad muy limitada. Otro
meétodo empleado ha sido la electroporacion
de conidios de P. xanthii. Sin embargo, este
meétodo ha dado resultados similares a los

obtenidos con la biobalistica, ademas de
resultar un método demasiado agresivo con
las esporas (Vela-Corcia et al., 2015).

En las dos ultimas décadas,
después de la publicacion de de Groot
y colaboradores (1998), ha ganado gran
interés un nuevo método de transformacion
de hongos filamentosos basado en el uso de
A. tumefaciens. El denominado sistema de
transformacion mediada por A. tumefaciens
(ATMT) se ha aplicado con éxito para la
transformacion de muchas especies de
hongos ya que tiene una ventaja sobre otros
métodos, A. tumefaciens puede transformar
facilmente hongos através derecombinacién
no homologa e insercion del T-ADN en sitios
al azar (Michielse et al., 2008; Jiang et al.,
2013). Recientemente llevamos a cabo el
uso de A. tumefaciens como vector para
introducir construcciones en conidios de P.
xanthii. Nuestros resultados proporcionan
una fuerte evidencia de que el sistema ATMT
es un método inofensivo y reproducible que
puede superar las limitaciones técnicas
de otras aproximaciones que dificultan la
transformacion de P. xanthii. Mediante este
método se han obtenido colonias resistentes
a higromicina B y carbendacima, las cuales
mostraban ademas la expresion de GFP
(Martinez-Cruz et al., 2016). Hasta la fecha
se ha empleado la expresion transitoria
de genes de efectores candidatos en
una unica célula epidérmica de hoja
usando bombardeo con particulas para la
localizacion de efectores in planta (Schmidt
et al., 2014). Sin embargo, este sistema
presenta varios inconvenientes entre los
que destaca la identificacion de falsas
localizaciones de efectores. Por lo tanto,
el sistema de transformacién desarrollado
para P. xanthii abre una nueva ruta para
el estudio de la secrecion y localizacion
de efectores en oidios puesto que se trata
de una herramienta rapida, reproducible
y fiable para la expresiéon de una o mas
construcciones (Martinez-Cruz et al., 2016).

A pesar de haberse puesto a punto un
método de transformacion de conidios de P.
xanthii mediante A. tumefaciens, debido al
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estilo de vida como biotrofos obligados
que impide diferenciar la patogénesis
del crecimiento en el huésped, Ila
manipulacién genética de los oidios
presenta ciertas limitaciones, porejemplo,
la construccion de mutantes, por lo que
se han desarrollado métodos indirectos
para el estudio de los efectores. Una de
los aspectos mas importantes del estudio
de los efectores es la identificacion de las
interacciones proteina-proteina. Para ello
se emplean los sistemas de “pull-down” y
de doble hibrido en levadura (Y2H). Estos
sistemas son importantes herramientas
para el estudio de la interaccion efector-
proteina huésped in vitro. En el sistema
‘pull-down”, la proteina de interés (en
este caso el efector candidato), llamada
«ceboy, se marca e inmoviliza por afinidad
a un soporte que contiene un ligando
especifico para la marca. Este soporte
gue contiene la proteina cebo se incuba a
continuacion con una fuente de proteinas
del huésped, denominada «presa», tal
como un lisado celular. De este modo,
las posibles interacciones proteicas
pueden ser identificadas posteriormente
(Kool et al., 2011). Estos resultados se
plantean como un enfoque inicial para
la identificacion previa de interacciones
proteina-proteina desconocidas, que
posteriormente son confirmados por el
sistema Y2H (Pennington et al., 2016).
El sistema Y2H permiten la deteccién de
interacciones entre proteinas, cebo (por
ejemplo, efector) y presa (por ejemplo,
proteina del huésped), en células
de levadura vivas, activando genes
indicadores que permiten el crecimiento
en medios especificos 0 una produccion
de color (Pennington et al., 2016).
Finalmente, se requiere la confirmacion
de las interacciones proteina-proteina en
el propio huésped. Para ello, se recurre a
la técnica denominada complementacion
bimolecular de fluorescencia (BiFC). Este
método se basa en la fusion separada de
dos dominios de una proteina fluorescente
(por ejemplo, YFP) a dos proteinas de
interés (por ejemplo, un efector fungico y
una proteina del huésped). La interaccion

de las proteinas en estudio permite el
acercamiento de las dos dominios de
la proteina fluorescente, permitiendo la
restauracién completa del fluoréforoy, por
tanto, la visualizacion de la fluorescencia
(Ahmed et al., 2015). A través de este
sistema, se confirman las interacciones
efector-proteina huésped obtenidas por
“‘pull-down” o el sistema Y2H (Schmidt et
al., 2014; Ahmed et al., 2015).

Actualmente, el sistema
denominado silenciamiento génico
inducido por el hospedador (HIGS) ha
surgido como una herramienta eficaz
para caracterizar la participacién de un
efector candidato en el establecimiento de
la enfermedad causada hongos biotrofos
obligados (Yin et al., 2015). Este método
se basa en la estrecha relacién que el
patégeno mantiene con su huésped y en
la capacidad del patdogeno para tomar
ARN bicatenario (ARNds) o pequefos
ARN interferentes (ARNsi) a través de las
estructuras de absorcion de nutrientes
(haustorio en el caso de los oidios) y el
posterior silenciamiento del gen, aunque
el mecanismo preciso por el cual este
proceso tiene lugar es aun desconocido.
En cuanto a los oidios, se ha empleado el
sistema HIGS para el analisis funcional
de genes de efectores candidatos de
Blumeria graminis f. sp. hordei durante el
establecimiento de la enfermedad (Pliego
et al., 2013). Pliego y colaboradores
(2013) analizaron cincuenta efectores
candidatos de Blumeria graminis f.. sp.
hordei por el sistema HIGS, de los cuales
ocho fueron identificados por contribuir
al establecimiento de la infeccion (Pliego
et al., 2013).

Hasta ahora, el método utilizado
para la introduccién de construcciones
de silenciamiento en células vegetales ha
sido el bombardeo de particulas (Pliego et
al., 2013; Ahmed et al., 2015). Este método
tiene varias desventajas tales como el
alto coste del equipo y los materiales, la
baja eficiencia de transformacion, el dafio
a las células vegetales y la dispersion de
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las células transformadas (Hardwood et al.,
2009). Recientemente, hemos sustituido el
sistema de biolistica por un método mas
natural y menos agresivo con la planta que
emplea A. tumefaciens, denominado ATM-
HIGS. El uso de A. tumefaciens para la
transformacion de células vegetales mejora
los resultados obtenidos por el sistema
HIGS tradicional y permite obtener «islas»
de células transformadas en Ilugar de
células aisladas, y es un sistema altamente
eficiente y mas barato (Hardwood et al.,
2009). Ademas, esta herramienta presenta
una ventaja muy importante para el estudio
de los efectores, la posibilidad de estudiar
la evolucion de la respuesta de la planta
durante el crecimiento de una colonia.
Mediante este sistema, se ha llevado a
cabo el silenciamiento en cotiledones de
melon de 8 posibles efectores de P. xanthii,
analizandose el crecimiento del hongo y
la respuesta de defensa de la planta en
los estadios iniciales de desarrollo de la

enfermedad. Para ello se llevd a cabo
la tincion de discos de meldén con 3,3’
diaminobencidina (DAB), un compuesto que
al reaccionar con H202 forma precipitados
marrones en las células vegetales. A partir
de discos teiidos con DAB se llevé a cabo
el recuento de puntos de penetracion que se
muestran como puntos densamente tefidos
y la cuantificacién de células vegetales con
H202. Tras el silenciamiento y analisis de
los 8 posibles efectores, se identificaron
los primeros 7 verdaderos efectores de P.
xanthii. Ademas, el sistema ATM-HIGS,
a diferencia de métodos anteriores, nos
ha permitido estudiar la evolucion en el
tiempo del silenciamiento de los efectores,
observandose que el silenciamiento
repercute de distinta forma en la respuesta
de la planta y en el crecimiento del hongo
segun el efector y obteniéndose 4 tipos de
respuestas estadisticamente diferentes:
respuesta nula, respuesta baja, respuesta
intermedia y respuesta alta (Fig. 4).

Figura 4. Analisis funcional de efectores candidatos de oidios. Deteccién histoquimica de peroxido de
hidrogeno acumulado en células epidérmicas de cotiledones de meldn tras el silenciamiento génico de
varios PEC de P. xanthii mediante el sistema ATM-HIGS. Se presentan diferentes respuestas de defensa
de la planta segun el efector silenciado: respuesta nula (A), respuesta baja (B), respuesta intermedia (C),
respuesta alta (D). Las imagenes fueron tomadas a las 72 hpi. Barras de escala: 200 ym.
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ANALISIS Y
BIOINFORMATICAS

PREDICCIONES

El analisis in vivo de los efectores
proporciona informacion muy importante
sobre la funcion que el posible efector
desempefa. Sin embargo, en muchos
casos, la informacidon obtenida es muy
limitada e insuficiente. Ademas, la falta
de genes de oidio anotados en las
bases de datos agrava el problema.
En el caso de los PEC, una de las
problematicas que presentan la mayoria
de los efectores es que sus secuencias
no suelen presentar homologia con
ninguna proteina de funcién conocida.
Ademas, los dominios ampliamente
conservados entre las diferentes
especies de hongos filamentosos no
arrojan ninguna informacion en el caso
de las PEC. Sin embargo, en los ultimos
anos, las herramientas computacionales
de analisis y predicciéon de funciones
han ganado fuerza, permitiendo dar
respuesta a preguntas que aun no han
sido resueltas (Abe et al, 2008). Por
ello, para abordar el estudio completo
de la funcion que podrian desempefar
los efectores candidatos hemos llevado
a cabo complejos andlisis informaticos
basados en el uso de diferentes paquetes
de software. El estudio de los efectores
de los oidios es complejo, por lo que
su analisis debe ser complejo también.
Por lo tanto, hemos trazado un flujo
de trabajo para el estudio de efectores
candidatos basados en la suma de los
resultados obtenidos de ensayos in vivo
(silenciamiento y localizacion) y analisis
informaticos (modelado, prediccion de
funcién y ligandos), obteniendo de esta
manera predicciones muy fiables para
proteinas desconocidas.

El conjunto de todos los resultados
obtenidos nos lleva a obtener una idea
mas clara de la funcionalidad que puede
tener un efector candidato y, por lo tanto,
disefar el ensayo in vitro apropiado para
probar la actividad de la proteina efectora
candidata. En el caso de los 7 primeros

efectores identificados de P. xanthii, a
partir de las predicciones realizadas sobre
los modelos proteicos de estos efectores,
hemos identificado 7 posibles funciones
diferentes: un modulador del trafico de
vesiculas, una metiltransferasa, un factor
de transcripcién, una cerato-platanina, un
modulador de la membrana plasmatica
del huésped y una a-manosidasa. Estas
primeras indicaciones del posible papel
de los efectores nos dan pistas del posible
papel que desempefan estas proteinas
en las interacciones patdgeno-planta y
qué ensayos debemos llevar a cabo para
proceder a su validacion experimental.

CONCLUSIONES

Los oidios han sido unos patégenos
tradicionalmente dificiles de estudiar, por
tanto, el estudio de los efectores de este
grupo de patégenos supone un reto para
los investigadores y, a la vez, la clave
principal para comprender las bases
moleculares de la interaccion hongo-
planta. En la actualidad, con el aumento
del numero de genomas y transcriptomas
de oidios disponibles, la identificacion
de nuevos  efectores  candidatos
experimentara un aumento considerable,
asi como el numero de efectores con
participacion en el establecimiento de la
enfermedad. Ademas, lapuestaapuntode
nuevas herramientas paralamanipulacién
genética de los oidios, asi como las
técnicas indirectas desarrolladas para el
estudio de los efectores, han supuesto
un importante salto a la hora de abordar
el estudio de las bases moleculares de la
interaccion oidio-planta. El sistema HIGS
ha resultado ser la herramienta mas
fiable para la identificacion de efectores
verdaderos y la transformacion genética
mediante A. tumefaciens se presenta
como la principal herramienta para la
expresion de fusiones traduccionales que
permitan, por ejemplo, la localizacién de
efectores. Estas técnicas, junto con la
creciente fiabilidad de las predicciones
informaticas, permitiran el analisis
funcional de los efectores candidatos
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para identificar aquéllos que tengan un
papel clave en el establecimiento de la
enfermedad. La identificacion de estas
nuevas dianas sera el primer paso para
el desarrollo de nuevas herramientas de
fitoproteccion contra los oidios.
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Trabajo galardonado conAccesit SEF para COMUNICACIONES

ORALES en el XVIIl Congreso SEF celebrado en Palencia en
septiembre de 2016

Las enfermedades bacterianas
de las plantas se producen en todos
los ambientes, especialmente en
lugares humedos y calidos, y afectan
a todo tipo de plantas. La ocurrencia
de enfermedades bacterianas en
los cultivos es dramatica y causa
importantes pérdidas econémicas a nivel
mundial. Bajo condiciones ambientales
favorables, estas enfermedades pueden
ser extremadamente destructivas
limitando la produccion, destruyendo
los rendimientos en postcosecha
y promoviendo el crecimiento de
organismos patdégenos (1).

Las bacterias patdégenas se
desarrollan  principalmente en Ia
planta huésped como parasitos, en la
superficie de la planta como epifitas, y
en los desechos vegetales o en el suelo
como saprofitas (1). La patogenicidad
y la virulencia varian segun el género
bacteriano. Ademas, basandose en
el ciclo de vida durante la infeccion
y en los sintomas producidos, se
pueden describir diferentes “estilos
patogénicos”. A pesar de la variabilidad
en el estilo patogénico, todas las

bacterias fitopatdgenas viven fuera
de la planta sin causar enfermedad
hasta que son capaces de entrar en la
planta a través de heridas o aberturas
naturales. Una vez dentro, activan
mecanismos de resistencia para hacer
frente a las condiciones desfavorables
que encuentran en el interior del
huésped. A continuacién, activan
mecanismos de virulencia, que son los
responsables de la aparicion de los
sintomas. Por lo tanto, la supervivencia
bacteriana en la filosfera, las semillas,
el suelo, los residuos de materiales
y cultivos o el agua es critica y
determina la propagacioén y la aparicion
de la enfermedad. Las estrategias
disponibles para el manejo de
enfermedades bacterianas comprenden
practicas integradas para minimizar la
aparicion de la enfermedad, que en
muchos casos involucra la destruccién
de las plantas. Estas estrategias
podrian incluir el uso de bactericidas
en situaciones concretas en las que
la enfermedad este favorecida, para
restringir la propagacion del patégeno
o prevenir el inicio de la infeccion.
Sin embargo, este enfoque es dificil
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ya que el numero de sustancias activas
aprobadas por la Comisién Europea con
actividad bactericida es extremadamente
reducido (Reglamento (CE) n° 1107/2009).
Esta nueva regulacion evita el uso de
productos con efectos nocivos para el
medio ambiente como los antibioticos.
Este escenario hace esencial ampliar el
conocimiento sobre las etapas vulnerables
en el ciclo de vida del patégeno con el
fin de desarrollar estrategias alternativas
para prevenir o restringir la enfermedad
bacteriana.

Para todas las bacterias patogenas
vegetales, como para todo organismo
vivo, un aspecto clave durante su ciclo
de vida es la capacidad de adaptarse al
entorno cambiante en el que viven. Para
ello, las bacterias poseen mecanismos
para detectar cambios en la temperatura,
la disponibilidad de oxigeno y nutrientes
o la luz, entre otros, y elaborar una
respuesta 6ptima en esas condiciones.
El éxito de esta respuesta se basa en la
capacidad de detectar senales (quimicas
y fisicas) y reprogramar la expresion
génica para promover o inhibir un
determinado producto génico, lo que a su
vez contribuira a afrontar estas nuevas
condiciones favorables / desfavorables.
Durante suvida enlafilosfera, las bacterias
presentan adaptaciones especificas a un
ambiente caracterizado por la limitacion
de nutrientes, la disponibilidad fluctuante
de agua, la exposicion a la radiacion
ultravioleta o la presencia de compuestos
antimicrobianos producidos por plantas u
otros microorganismos (31).

Desde principios de los afos
ochenta, se han utilizado varias cepas
del patégeno bacteriano P. syringae como
modelo para comprender las interacciones
planta-bacteria. En 1991, se reporté que
P. syringae pv. tomato DC3000 (PsPto),
el agente causal de la mancha bacteriana
de tomate, era capaz de infectar la planta
modelo Arabidopsis thaliana. Debido
a este hallazgo, PsPto se convirtio en

un modelo para la comprension de las
interacciones planta-bacteria en las
décadas posteriores (33).

PsPto sobrevive como saprofito en
desechos de la planta, en el suelo y en
la superficie de la hoja, y es dispersado
mediante la lluvia y los aerosoles. Los
sintomas de la mancha bacteriana del
tomate son manchas marrones-rojizas
rodeadas de un halo clorético en las hojas,
manchas superficiales de color oscuro
en la fruta y motas verdes rodeadas por
una zona de la maduracién retrasada en
la fruta madura (23). Todo esto reduce
enormemente el valor del tomate en el
mercado.

El crecimiento epifito es un
componente clave en el ciclo de vida de P.
syringae. El éxito de un epifito reside en
funciones como la adhesion, quimiotaxis,
formacion de microcolonias, absorcién
de nutrientes, antibiosis y resistencia
a estrés UV (23). Por otra parte, se
ha demostrado que la motilidad en P.
syringae esta regulada por mecanismos
de “quorum sensing” durante la etapa
epifita (25) y que ademas esta asistida por
quimiotaxis hacia nutrientes o moléculas
vegetales (11). Eventualmente, P. syringae
entra en el interior de la hoja donde se
multiplica explotando células vivas del
huésped asistida por el Sistema de
Secrecion de Tipo Il (T3SS), que inyecta
proteinas efectoras (T3E) en las células
de la planta. En patégenos de plantas,
el T3SS se denomina comunmente
sistema de respuesta hipersensible y de
patogenicidad (Hrp), ya que los mutantes
de secrecion pierden su capacidad para
inducirlarespuestahipersensible asociada
a la defensa en plantas no hospedadoras,
y de crecer parasiticamente o ser
patogénicos en plantas huésped (2). Las
T3Es logran la supresién de la inmunidad,
usando diversas estrategias que incluyen
interferencia con la sefalizacion iniciada
por el reconocimiento mediado por
receptores, bloqueo de las vias del ARN y
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del trafico vesicular (8, 14, 23). Las T3E
también pueden alterar la funcion de
ciertos organulos, como el cloroplasto
y la mitocondria (7, 28). A su vez,
las plantas han evolucionado para
reconocer estas proteinas efectoras
(16). Ademas del T3SS, muchas cepas
de P. syringae producen fitotoxinas
que inducen clorosis o necrosis. La
coronatina es una fitotoxina inductora de
clorosis producida por varios patovares
de P. syringae (incluido pv tomato). La
coronatina contribuye al crecimiento
bacteriano, a la formacién de lesiones y
ala expansioén en la planta huésped (10),
pero también altera el cierre estomatico
(20). Otros factores que contribuyen
a la virulencia de P. syringae son la
produccion de exopolisacaridos (EPS)
como el alginato (34) y la produccion
de fitohormonas como la auxina acido
indol-3-acético (13).

Las bacterias habitan la filosfera,
donde estan altamente expuestas a la
luz, entre otros factores ambientales.
La luz y el ciclo circadiano regulan los
mecanismos de defensa en las plantas
(6, 17, 27, 32). Los patdgenos de las
plantas pueden haber evolucionado para
detectar condiciones de luz asociadas
con diferentes niveles de resistencia
de las plantas. De hecho, las bacterias
poseen mecanismos para la deteccidn
de la luz, que les permiten cambiar
el comportamiento motil (fototaxis)
y otros procesos fisiolégicos para la
adaptacion al medio ambiente (3, 24).
El efecto de la luz ha sido ampliamente
estudiado en bacterias fototroficas y
soOlo recientemente se ha examinado en
las bacterias no-fototréficas (12), lo que
sugiere que el uso de la luz como fuente
de informacién podria ser una ventaja
evolutiva. Una de las explicaciones
razonables a considerar es que esta
capacidad para detectar la luz tiene una
ventaja en el desarrollo de un programa
de proteccion contra ciertas longitudes
de onda de luz nocivas. Sin embargo,

las revisiones recientes han puesto de
manifiesto que en muchas bacterias,
la luz gobierna otras decisiones
importantes en su estilo de vida (15). Los
dominios bacterianos implicados en la
percepcion de luz incluyen: (i) el médulo
de deteccion de luz azul de tipo LOV
(luz, oxigeno, voltaje), perteneciente ala
familia de dominios PAS (Per-Arnt-Sim),
BLUF (deteccion de luz azul utilizando
FAD), PYP (proteina amarilla fotoactiva)
y la familia de los criptocromos/
fotoliasas; (ii) proteorodopsinas; y (iii)
los bacteriofitocromos que detectan luz
roja. EI control de la expresién génica
inducido por la luz implica una amplia
gama de mecanismos reguladores
asociados con otras respuestas de
estrés (12). Aunque las propiedades
fotoquimicas de diferentes tipos de
fotorreceptores han sido analizadas en
algunos patdégenos animales y vegetales
(4, 5, 19, 22, 29, 30), el papel putativo
de estas proteinas en la regulacion
de la virulencia sigue siendo poco
conocido. Trabajos recientes muestran
laimplicacion de proteinas fotosensoras
en el control de respuestas adaptativas
en Agrobacterium tumefaciens (21),
Rhizobium  leguminosarum (9) vy
Xanthomonas axonopodis pv. citri (18).

Recientemente, en nuestro
laboratorio, hemos analizado la
presencia de fotorreceptores de luz azul
y roja en un grupo de Pseudomonas
(26). Los resultados muestran que la
presencia de proteinas LOV asociadas a
la percepcion de luz azul se encuentran
principalmente en bacterias patégenas
de plantas asociadas a una localizacion
foliar. Mientras que otras bacterias
no fitopatégenas, a pesar de poder
encontrase asociadas a las mismas,
no poseen este tipo de proteinas.
Sin embargo los fotorreceptores tipo
fitocromos se encuentran ampliamente
distribuidos entre distintos tipos de
fitopatdbgenas y otras Pseudomonas
(Figura 1).
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] ?0| EF’, syringae pv actinidiae NCPPB 3871 44 1 2
kL P. syringae pv actinidiae M302091 39 1 2

% P. syringae pv actinidiae CRAFRUS.43 44 1 2

P. syringae pv morsprunorum M302280PT 34 1 1

% P. syringae pv tomato T1 46 1 2

100 @ P, syringae pv tomato DC3000 45 1 2
o P. syringae pv tomato K40 47 1 2

0 P. syringae pv tomato Max13 47 1 2

100 _gl__E P. syringae pv lachrymans M302278PT 40 0 1
19— P syringae pv tomato NCPPB 1108 47 1 2

— P. brassicacearum NFM421 49 0 1

sl p fluorescens Pf-5 51 0 1

] o B enr?moph.‘.fa L48 40 0 1
100 |_[ P. putida F1 44 0 2

100 P. putida KT2440 43 0 2

P fulva 12 X 41 1 1

0 P. mendocina NK-01 49 0 1

?‘j[ P. aeruginosa PAT 40 0 1

100 — P. aeruginosa PAO1 40 0 1

Ralstonia solanacearum GMI1000 24 0 0

PAS Lov
(HK-HATPase-RR)

PHY

Figura 1. Presencia de proteinas fotosensoras en cepas de Pseudomonas. La historia evolutiva fue
inferida usando el método de Maxima Similitud basado en el modelo JTT. Bootstrap test (500 replicates).
PAS (per (period circadian protein) arnt (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator protein) sim (single
minded protein), LOV (light oxygen voltage), HK-HATPase (Histidine Kinase containing ATPase domain),
RR (response regulator) y PHY (phytochrome ). La proteina contienen el médulo LOV-HK-HATPase pero
carece del dominio RR. ** La proteina contienen el médulo LOV-HK pero carece de los dominios HATPase
y RR. El genoma de Ralstonia solanacearum fue incluido como control externo para el andlisis filogenético.

Figura adaptada de (26).

Asimismo, hemos estudiado el efecto
de la luz blanca, azul y roja sobre diversas
caracteristicas de PsPto relacionadas con
la aptitud epifita. Nuestros resultados
muestran que la luz blanca y la azul
inhiben la motilidad, sin embargo, la
adhesion de las bacterias a las hojas de la
planta se ve favorecida (Figura 2). Estos
cambios controlados por la luz durante la
etapa epifita causan una reduccién de la

virulencia, resaltando la relevancia de la
motilidad durante el proceso de entrada al
apoplasto de la planta (Figura 3). Ademas,
estos fenotipos estan alterados en un
mutante en el receptor de luz azul de tipo
LOV de PsPto (Figura 4). Este estudio
demuestra el papel clave de la percepcion
de la luz en el cambio de fenotipo en
PsPto y su efecto sobre la virulencia.
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Figura 2. Las condiciones de luz afectan la motilidad tipo swarming y la adhesién a hojas en
PsPto. A. Placas KB agar (0.3%) inoculadas con la cepa silvestre (WT) usando palillos estériles e
incubadas durante 16h a 28°C. Las condiciones de luz empleadas fueron: oscuridad, luz blanca (70
ME m-2 s-1), luz roja (20 yJE m-2 s—1) and luz azul (20 yE m-2 s—1). B. Ensayos de adhesién a hoja
empleando PsPto marcada con la proteina verde fluorescente GFP. 10uL de una suspension de PsPto
(2 x 107cfu/ml) fueron depositados en el envés de hojas de A. thaliana. Las hojas fueron incubadas
bajo condiciones de luz constante durante 6h (blanca, roja o azul), 10 min bajo luz (blanca, roja o azul),
seguido de 6 h de oscuridad o 6 h en oscuridad. Se muestran imagenes de microscopia confocal donde
se superpone la senal GFP con la sefal de autoflorescencia de la clorofila. C. La expresion diferencial de
genes involucrados en la biosintesis del flagelo y (D) en la biosintesis de alginato (polisacarido implicado
en la adhesion) fue evaluada a través de experimentos de qRT-PCR sobre muestras obtenidas de cultivos
bacterianos tras un tratamiento de 10 min. con luz blanca (barras blancas) respecto a un tratamiento en
oscuridad (barras negras). Se muestran medias de tres experimentos independientes. Las barras de error
representan valores de error standard. (a) las diferencias significativas se determinaron a través de un
analisis estadistico empleando el test Student’s t (P < 0.05). Figura adaptada de (26).

Inicialmente, nuestro objetivo de
analisis de la percepcién de la luz y del
control de los mecanismos de virulencia se

también cambia, y la contribucién relativa de
cada tipo de luz (por ejemplo, azul versus
rojo) es diferente en diferentes momentos del

centré en el estudio de la luz blanca (luz
visible) como sefial. El espectro de luz visible
se compone de diversas longitudes de onda
en el rango de 400 a 700 nm que van desde
la luz azul (con la longitud de onda mas
corta y el nivel mas alto de energia) a la luz
roja (con la longitud de onda mas larga y la
energia asociada inferior). Por lo tanto, la
intensidad de la luz varia en un lugar dado
durante el dia, y depende de varios factores
como la presencia de nubes o el nivel de
contaminacion. Ademas, la calidad de la luz

dia. Durante la parte central del dia, la luz con
longitudes de onda del componente azul es
mas abundante que la del componente rojo.
Por lo tanto, la luz es una seial clave utilizada
por los patogenos de las plantas para regular
las «decisiones de estilo de vida» que, a su
vez, podrian determinar el establecimiento
de la enfermedad. El estudio en bacterias
que habitan la filosfera de los efectos de la
luz blanca y las luces monocromaticas en la
expresion génica, surge como un enfoque
importante para entender este fenémeno.
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Figura 3. El tratamiento de luz antes de la infecciéon
reduce los sintomas y el desarrollo de la poblacién
bacteriana. Poblacién bacteriana por unidad de area
(barras) y numero de lesiones (puntos) en plantas de
tomate determinadas 6 dias tras la inoculacion por
sumergimiento de las hojas en una suspension bacteriana
de 108 cfu/ml pretratadas con 10 min de luz blanca o
mantenidas en la oscuridad. Se muestran medias de 5
réplicas. (a) las diferencias significativas se determinaron
a través de un analisis estadistico empleando el
test Student's t (P < 0.05). Todos los experimentos
1.0E+00 . 0 mostrados son resultados representativos de al menos

Oscuridad Luz blanca 3 experimentos independientes. Figura adaptada de (26).
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Figura 4. La respuesta a la luz en un mutante LOV esta alterada. A. Placas KB agar (0.3%) inoculadas con
la cepa silvestre (WT), el mutante LOV y el mutante LOV complementado, usando palillos estériles e incubadas
durante 16h a 28°C. Las condiciones de luz empleadas fueron: oscuridad, luz blanca (70 JE m-2 s—1), luz roja
(20 JE m-2 s-1) and luz azul (20 JE m-2 s—1). B. 10uL de una suspension del mutante LOV (2 x 107 cfu/ml)
fueron depositados en el envés de hojas de A. thaliana. Las hojas fueron incubadas bajo condiciones de luz
constante durante 6h (blanca, roja o azul), 10 min bajo luz (blanca, roja o azul), seguido de 6 h de oscuridad o 6
h en oscuridad. Se muestran imagenes de microscopia confocal donde se superpone la sefial GFP con la sefal
de autoflorescencia de la clorofila. C. La expression diferencial de genes involucrados en la biosintesis del flagelo
y (D) en la biosintesis de alginato (polisacarido implicado en la adhesion) fue evaluada a través de experimentos
de gRT-PCR sobre muestras obtenidas de cultivos bacterianos del mutante LOV tras un tratamiento de 10 min.
con luz blanca (barras blancas) o en oscuridad (barras negras)
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Por lo tanto, nuestra hipotesis
de trabajo en esta linea es la siguiente:
el analisis de los rasgos regulados por
sefiales ambientales y de la planta,
que determinan el inicio de la infeccion,
podria ayudar al disefio de estrategias
interferentes del proceso de infeccion.
Para ello, en la actualidad, el grupo
persigue estos objetivos principales: (A)
Describir el programa de expresion génica
del patégeno modelo Pseudomonas
syringae pv tomate DC3000 bajo
diferentes condiciones de luz. Incluyendo
luces monocromaticas. (B) Analisis
transcripcional del mutante en el receptor
de luz azul (LOV) en respuesta a luces
monocromaticas. (C) Analisis fenotipico
de cepas mutantes afectadas en los
fotorreceptores conocidos en respuesta
a diferentes condiciones de luz. (D)
Analisis transcripcional de poblaciones
bacterianas en la filosfera de tomate
tratadas con distintos tipos de luces.

Los resultados preliminares de
estas aproximaciones muestran un efecto
claro de la luz sobre los mecanismos
activos de virulencia de PsPto que
definen el momento Ooptimo de la
infeccidn durante el ciclo luminico del dia.
El control de la expresidon génica a traves
de la luz se dirige fundamentalmente a
caracteres intimamente relacionados con
la patogénesis y la adaptacion al ambiente
epifito. Asi mismo los distintos tipos de
luces monocromaticas sugieren una
adaptacion del patdégeno a la prevalencia
de las mismas en distintos momentos del
dia.

Estos datos contribuyen al mejor
conocimiento del ciclo infectivo de este
patégeno y de la influencia que los
factores ambientales como la luz tienen
sobre el mismo.
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