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de plantas

preciados socios y amigos de la SEF,

Después de dos anos duros en los que la pandemia del

SARS-CoV-2 nos ha limitado en gran medida nuestras vidas,

por fin pudimos juntarnos con ocasion del XX Congreso

de nuestra Sociedad vy pudimos finalmente intercambiar in = situ,

en lugar de in silico, conocimiento, ideas y proyectos de colaboracion. Los

congresos constituyen una espectacular tormenta de ideas y son una

de las principales actividades, si no la que mds, de cualquier sociedad

cientifica. En este recién terminado congreso celebrado en Valencia

pudisteis disfrutar fisicamente por primera vez de un ejemplar de la

revista de la SEF y percataros de la calidad y el mimo con que se disefa

y edita, gracias a la magnifica coordinacién de Nieves Capote y Carmen

Herndndez y a la labor editorial de Alicia Irurzun. Podéis comprobar, de

nuevo, que nuestros articulos estdn a la altura de los que se publican en

cualqguier revista internacional de prestigio y que nuestros socios estdn a la
vanguardia del conocimiento fitopatoldégico actual.

En este niUmero de la revista de la SEF que ahora os presentamos podéis
constatar ambas afirmaciones. Los virus se descubrieron como agentes
causales de importantes enfermedades de plantas y animales, pero
los cientificos hemos sido capaces de darle la vuelta a este escenario vy
aprovechar sus cualidades infectivas en beneficio propio. Esta es la idea
conceptual del presente nUmero y asi podéis disfrutar de cuatro magnificas
Revisiones sobre el uso de los virus como herramientas en Fitopatologia. En la

primera revisién, J. A. Dards (IBMCP, Valencia) nos describe el uso de virus
y viroides como vectores para expresar proteinas o RNA recombinantes,
metabolitos de interés o los componentes de la reaccién de edicidén genética
CRISPR-Cas. En el segundo articulo de revisidén se describen las aplicaciones y
potencialidades de las nanoparticulas derivadas de virus de plantas (D. A.
Truchado, S. Rincdn, L. Zurita y F. Ponz; CBGP-Madrid). En la tercera revision, A.
Bugeda y J. J. Lopez-Moya (CRAG, Barcelona) revisan el uso de elementos
génicos derivados de virus de plantas en aplicaciones biotecnoldgicas. En
la cuarta revisién se describe el uso del silenciamiento génico inducido por
virus (VIGS, por sus siglas en inglés) en el andlisis funcional de la interaccion
planta-patégeno (F. Tenllado; CIB, Madrid).

En la EnTrRevisTA @ UN fitopatdlogo de relevancia y socio de la SEF, tenemos el
placer de presentaros en este nUmero a una socia fundadora de nuestra
Sociedad, la Dra. Aurora Fraile, profesora titular de la Escuela de Ingenieria
Agronémica, Alimentaria y de Biosistemas (ETSIAAB) e investigadora
principal del Centro de Biotecnologia y Gendmica de Plantas (CBGP)
de la Universidad Politécnica de Madrid, recientemente jubilada. Aurora
nos relata su interesante trayectoria investigadora y docente y nos deja
mensajes muy certeros que no deben caer en el olvido: “A pesar de
que la Fitopatologia tiene cada vez menos presencia en los planes
de estudio de la mayoria de las carreras de Ingeniero Agronomo en
sus distinfas nomenclaturas, creo que es una disciplina imprescindible
para manejar de manera racional los cultivos”.
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En la seccidon Comentarios D Articutos CientiFicos, Lee Robertson, Jorge
Poveda e Inmaculada Ferriol, a los que agradecemos su colaboracién,
nos comentan fres interesantisimos articulos sobre nematodos, hongos y

virus, respectivamente.

En el apartado Fue noTicia e 2022, Soledad Sacristdn y Nieves Capote nos
repasan las principales noticias fitopatoldgicas del ano, entre las que me
gustaria destacar que la SEF ya tiene canal YouTube. Una interesante
iniciativa que creemos puede ser de utilidad.
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que este ano ha sido bastante prodigo en estos acontecimientos y que
es evidente que se ha fratado de recuperar el fiempo perdido durante los
£ o anos pandémicos. Especial mencidn a nuestro XX Congreso, celebrado el

pasado octubre.
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oo 805 En las NUEVAS DESCRIPCIONES DE PATOGENOS EN EspaNa, J. A. Navas-Cortés nos
describe, como siempre de manera metddica y precisa, las ocurridas en

nuestro pais entre octubre de 2021 y septiembre de 2022.

Dado que este nUmero coincide con ano de Congreso, fenemos dos

secciones que no tuvimos en el nUmero del ano pasado: el Premio SEF be
FOTOGRAFIA CIENTIFICA EN FitopaTOLOGIA “MiGUEL CamMBRA”, que recayd en Rafael
Villar Moreno; y la seccidn de Firo-ReLatos, en la que se publica el relato
ganador del Premio SEF de relatos cortos en Fitopatologia y que fue el
presentado por David Ruano, "“El libro de Abu’.

En la seccién IN Memoriam, Pablo Castillo (IAS-Cérdoba) nos relata la
trayectoria cientifica y personal de uno de los principales promotores
 CENTFCA y miembros activos de la SEF, Antonio Gémez Barcina, que ostentd
OTOGRAFA ™! el cargo de vicepresidente (1986-1988) y presidente (1988-1992)
de la Sociedad, asi como de la Asociacién Latinoamericana de
Fitopatologia (ALF). Durante su mandato se instaurd el Premio SEF-Phytoma
y nos dejoé siendo Socio de Honor de la SEF. Un carinoso reconocimiento y un

fuerte abrazo a sus familiares.

premio SEF DE F

N
/"’:EM:"’*’?M” _ DoQo que este es el Ultimo n‘L'J'mero de la revista en el que es’rqy como
(19322075, ™A presidente de la SEF, permitidme aprovechar este escenario para
bt Ao T i despedirme de todos vosotros. Ha sido un verdadero honor, privilegio
y placer poder representar a la Sociedad en diversos foros y eventos.
Mi inmenso agradecimiento a las dos Juntas con las que he compartido
estos seis anos de presidencia: primero con Jaime Cubero, Francis
Cazorla, Carolina Escobar, Juan A. Navas, JesUs A. Sdnchez, Inmaculada
Vinas, Nieves Capote y Antonio Vicent; y, en la segunda etapa, ademds
de Carol, Francis, Nieves y Toni, con los que se incorporaron a mitad de
mandato, Ardnzozu Moreno, Soledad Sacristdn, Carmen Herndndez vy
Diego Olmo. He tenido la inmensa fortuna de disfrutar de un grupo humano
especial, por su competencia y companerismo. Estoy en deuda con todos

ellos. Gracias por hacer la SEF un poco mejor.
e Vicente Pallas
A Presidente de la SEF O
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Vectores de expresion derivados de virus de plantas

y viroides

Josté ANTONIO DAROS
ARNAU es profesor

de investigacion del
Consejo Superior

de Investigaciones
Cientfficas (CSIC)

en el Instituto de
Biologia Molecular

y Celular del Plantas
(IBMCP; centro
mixto del CSIC y la
Universitat Politecnica
de Valéncia). Es doctor
por la Universitat

de Valéncia y realizé
estancias posdoctorales
en la Texas A&M
University y la
Washington State
University en EE. UU.
En el IBMCP, dirige el
grupo de investigacion
Biotecnologia de

Virus de Plantas,
cuyos principales
objetivos son
desarrollar estrategias
biotecnolégicas

de proteccién de
cultivos y desarrollar
herramientas de
interés biotecnolégico
derivadas de virus y
viroides.

Josi ANToNIO DAROS ARNAU

Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP)

CSIC-Universitat Politéecnica de Valéncia

Introduccién

Las plantas son excelentes biofactorfas
capaces de producir de manera eficiente
y renovable alimentos, forraje, fibras, ma-
teriales de construccién, combustibles e,
incluso, compuestos quimicos de interés
industrial, cosmético o farmacéutico uti-
lizando la luz solar como tnica fuente de
energfa. Si la produccién vegetal se ma-
neja adecuadamente, el resultado puede
considerarse sostenible, e incluso tener
un efecto sumidero de diéxido de carbono
contribuyendo a mitigar el cambio clima-
tico. Sin embargo, para que las plantas se
consoliden como una fuente eficiente, se-
gura y diversa de muchos de los productos
que la sociedad demanda, es necesario un
continuo desarrollo del campo de la bio-
tecnologia de plantas. Solo una adecuada
y cuidadosa manipulacién genética de las
especies vegetales de interés agronémico
nos permitira transformarlas en variedades
mas productivas y nutritivas, mds resisten-
tes a plagas y patégenos, y mejor adaptadas
a condiciones ambientales limitantes.

En la prictica, los desarrollos en biotec-
nologfa de plantas suelen pasar por la ne-
cesidad de alterar la expresién génica. En
ocasiones es necesario expresar nuevos ge-
nes, pero en otras se desea inhibir o modu-
lar la expresién de genes endégenos de la
planta. Esta aparentemente sencilla tarea,
en el caso de las plantas, habitualmente
conlleva una formidable dificultad técni-
ca consistente en la necesidad de realizar
transformaciones genéticas estables. Salvo

en la planta modelo Arabidopsis thaliana
y algunas especies relacionadas, la trans-
formacién genética estable es un proceso
muy laborioso que conlleva largos perio-
dos de tiempo en los que se utilizan deli-
cadas técnicas de cultivo de tejidos. M4s
alin, numerosas especies de interés agro-
némico son consideradas recalcitrantes y
su transformacién genética es muy dificil
o practicamente imposible. Este escenario
contrasta con la aparente facilidad con la
que virus y viroides son capaces de inva-
dir sus huéspedes vegetales para replicar
su genoma, moverse eficientemente por la
planta y tomar el control de los sistemas
de expresién génica del huésped. Por este
motivo surge la pregunta: ;podriamos uti-
lizar virus y viroides como vectores de ex-
presién en plantas en nuestros desarrollos
biotecnolégicos?

Vectores derivados de virus de
plantas que expresan proteinas re-
combinantes

Esta pregunta no es nueva y, de hecho,
los primeros éxitos en el uso de virus de
plantas como vectores de expresiéon se
retrotraen a los afios 80 del siglo pasado,
tan pronto como se consiguid construir
los primeros clones infecciosos de algunos
virus. Los primeros vectores de expresiéon
se construyeron a partir de virus de DNA,
como son el virus del mosaico de la coli-
flor (CaMV, de Cauliflower mosaic virus)

o el virus del moteado dorado del tomate
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Conocer la
localizacién vy el
funcionamiento
de los promotores
subgenémicos, asi
como identificar
los elementos

del genoma

que dirigen la
replicacion,
encapsidacion

y movimiento

de las particulas
virales, ha sido
fundamental en
el desarrollo de
estos vectores
virales
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(TGMYV, de Tomato golden mosaic virus)
desarrollados por los grupos de Thomas
Hohn y Kenneth W. Buck, en el Friedrich
Miescher-Institute de Suiza y el Imperial
College of Science, Technology and
Medicine del Reino Unido, respectiva-
mente. En realidad, estos proyectos tenfan
mads un objetivo bésico de investigacién en
virologia que un objetivo biotecnolégico,
puesto que se expresaban enzimas como
la dihidrofolato reductasa o la neomicina
fosfotransferasa como marcadores de la in-
feccion de la planta. Virus de RNA, como
el del mosaico del bromo (BMYV, de Brome
mosaic virus) también se transformaron en
vectores de expresién durante esos afios
en el laboratorio de Paul Ahlquist, de la
University of Wisconsin en EE. UU. Un
caso paradigmatico de vector de expre-
sién derivado de un virus de plantas es el
del mosaico del tabaco (TMV, de Tobacco
mosaic virus). Cuando infecta huéspedes
como Nicotiana benthamiana, este virus
tiene la capacidad de dirigir la produccién
de enormes cantidades de su proteina de
cubierta (CP) en unos pocos dfas tras la
infeccién. Algunos de los vectores virales
mads exitosos utilizados actualmente en bio-
tecnologfa de plantas, como los del siste-
ma magnlCON desarrollado por el grupo
de Yuri Gleba —en las compafifas alemanas
Icon Genetics y Nomad Bioscience—, estan
basados en este virus. No obstante, el desa-
rrollo de estos vectores ha sido un proceso
meticuloso y laborioso, consecuencia de los
conocimientos que se han ido adquiriendo
a lo largo de décadas de investigacién en
virologfa basica''l. Conocer la localizacién
y el funcionamiento de los promotores sub-
gendmicos, asf como identificar los elemen-
tos del genoma que dirigen la replicacién,
encapsidaciéon y movimiento de las par-
ticulas virales, ha sido fundamental en el
desarrollo de estos vectores. Otro ejemplo
remarcable de vector viral, dentro de los vi-
rus de RNA de plantas, es el virus del mo-
saico del caupi (CPMYV, de Cowpea mosaic
virus), un virus bipartito con particulas de
geometria esférica en lugar de varilla, que

ha sido ampliamente utilizado en aplica-
ciones biotecnolégicas, por ejemplo, en
el grupo de George Lomonossoff, del John
Innes Centre en Reino Unido. Otro de los
virus de plantas m4s utilizados en biotec-
nologfa es el virus X de la patata (PVX, de
Potato virus X), que puede ejemplificar la
enorme variedad de estrategias diferentes
que permiten transformar un clon infec-
cioso de un virus de plantas en diferentes
vectores de expresién, en los que la pro-
tefna de interés se expresa fusionada a una
proteina viral, como la CP, o como un pro-
ducto adicional a partir de un RNA men-
sajero (mRNA) subgenémico adicional,
para el que simplemente se duplica un pro-
motor subgendmico o se inserta un nuevo
promotor heterélogo. Igualmente, vectores
derivados del PVX pueden estar constitui-
dos por una tnica unidad genética o estar
deconstruidos en dos o mds unidades que
pueden, o no, reconstituirse en las células
infectadas!’l.

En nuestro grupo de investigaciéon del
IBMCP (CSIC-Universitat Politécnica
de Valéncia), hemos desarrollado recien-
temente un vector de expresién derivado
de un clon infeccioso del TMV en el que
las secuencias heterdlogas de interés se
clonan facilmente mediante la reaccién de
ensamblaje Gibson, reemplazando la ma-
yor parte de la regiéon que codifica la CP
del virus. Es de destacar que el extremo 5’
de esta regién codificante incluye secuen-
cias del promotor subgenémico, y que el
extremo 3’ contiene parte de los motivos
de tipo pseudonudo implicados en Ia re-
plicacién del genoma viral. Por esta razén,
el gen de interés no debe reemplazar to-
talmente la secuencia que codifica la CP.
Aun asf, la introduccién de una mutacién
en el codén ATG de inicio de la CP y el
adecuado uso de un codén de parada tras
la pauta abierta de lectura (ORF) del gen
de interés, permiten producir la protefna
recombinante libre de secuencias virales.
La ausencia de la CP viral provoca, no
obstante, la incapacidad del vector viral
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mente, el liquido
apoplastico que
contenia el
péptido antiftin-
gico AfpB mostré
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La produccién
de la xilanasa en
plantas puede
considerarse
una alternativa
verde, mas
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de moverse sistémicamente
por la planta de una manera
eficiente. El vector conserva,

sin embargo, la capacidad de =
=4 TMVACP-SP-Xynl1

Apoplasto
TMVACP-
SP-Xynll

Marcador
| proteinas

movimiento célula a célula

RdRp -like

a través de los plasmodes-
mos, que es dependiente de
la protefna de movimien-
to (MP) viral. El cDNA de
este vector viral se encuen-
tra clonado en un pequefio
plasmido de un sistema bi-
nario capaz de replicarse en
Agrobacterium tumefaciens, lo
que permite infectar las plan-
tas biofactorfa de una mane-
ra muy sencilla mediante la
técnica de agroinoculacién.
Utilizando este vector viral derivado del
TMYV, hemos producido un péptido anti-
fingico (AfpB) de Penicillium digitatum en
plantas de N. benthamiana”'. La produccién
de este péptido no resulta sencilla debido
a su efecto téxico sobre las propias células
vegetales. Sin embargo, la incorporacién
de un péptido aminoterminal de expor-
tacion al apoplasto, permitié aminorar
este efecto toxico sobre el tejido vegetal,
al tiempo que facilité enormemente la
purificacién del producto recombinante.
El péptido se obtuvo practicamente puro
a partir del fluido apopléstico de las hojas
infectadas mediante un sencillo proceso
mecanico. Los analisis también mostraron
que era posible almacenar las hojas infec-
tadas de N. benthamiana para extraer el
péptido antifingico AfpB en el momento
mds conveniente. Remarcablemente, el
liquido apoplastico que contenia el AfpB
mostré un notable efecto contra el hongo
polifago Botrytis cinerea en hojas de toma-
te. Este hongo causa la podredumbre gris
en un buen ndmero de especies vegetales.

En un nuevo ejemplo sobre la utilidad
de este vector derivado del TMV en la
produccién de proteinas recombinantes,
recientemente hemos producido una xi-
lanasa terméfila de origen bacteriano en

Sumall replicase subunit
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Figura 1. Produccion de grandes cantidades de una xilanasa provenien-

te de una bacteria extremdfila en hojas de N. benthamiana utilizando

un vector derivado del TMV. Izquierda: esquema del vector TMVA—
CP-SP-Xyn11 que produce la xilanasa Xyn11 con un péptido sefial (SP) de
localizacion apoplastica. Derecha: electroforesis de proteinas apoplas-
ticas extraidas de tejidos de N. benthamiana inoculados con el vector
TMVACP-SP-Xyn11. La flecha indica la posicion de Xyn11 en el gel tefiido
con azul Coomassie (Figura elaborada por el autor).

N. benthamiana'®. Esta xilanasa, que se
produce en cantidades enormes en el te-
jido vegetal mediante el vector TMV
[Figura 1], muestra excelentes propiedades
cataliticas de actividad a alta temperatu-
ra y condiciones de pH extremos para su
uso industrial en la degradacién de xilosa'y
produccién de xilooligosacaridos. De nue-
vo, la acumulacién en el apoplasto facili-
ta su purificacién cuando se compara con
sistemas de produccién cldsicos como son
la fermentacién de Escherichia coli. Ade-
mads de distintos usos industriales como en
la produccién de papel, la xilanasa puede
tener interés alimentario, puesto que los
xilooligosacaridos se consideran prebidti-
cos. En este sentido, la produccion de la
enzima en plantas puede considerarse una
alternativa verde, mds sostenible que los
tradicionales fermentadores bacterianos.

Producciéon de metabolitos de inte-
rés en plantas

En algunos desarrollos de biotecnologia
vegetal, la proteina recombinante no es el
producto final deseado sino un medio para
producir un metabolito de interés. Esto se
puede conseguir, por ejemplo, expresando
o inhibiendo la expresién de factores de
transcripcién y otros reguladores de la ex-

Apoplato
control
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Este tomate

es la primera
planta comercial
obtenida
mediante
técnicas de
edicién genética
derivadas de los
sistemas CRISPR
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transcripcion
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colectivamente
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expresion de
los genes que
codifican las
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biosintetizan las
antocianinas y los
transportadores
que las
transfieren a las
vacuolas
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presién génica o enzimas biosintéticas que
contribuyen a la produccién de determina-
dos metabolitos. Un ejemplo muy actual
en este sentido es el de los tomates ricos en
dcido y-aminobutirico (GABA) que con-
tienen una versién mutada de un gen que
codifica un dominio de unién a calmodu-
lina. La ausencia de esta proteina conlleva
una mayor actividad de la descarboxilasa
del 4cido glutdmico que produce GABA
a partir de glutamato. De hecho, este to-
mate es la primera planta comercial —la
vende la compafifa de biotecnologfa japo-
nesa Sanatech Seed- obtenida mediante
técnicas de edicién genética derivadas de
los sistemas de repeticiones palindrémicas
cortas agrupadas y regularmente interespa-
ciadas (CRISPR) y protefnas asociadas a
CRISPR (Cas) de bacterias y arqueas. Un
nuevo ejemplo son los tomates morados
ricos en antocianinas, compuestos flavo-
noides antioxidantes cuya ingestién se
considera muy saludable, aprobados por la
USDA para su comercializacién en 2023.
Estos tomates transgénicos, obtenidos en
el laboratorio de Cathie Martin —John
Innes Centre en Reino Unido—, expresan
tres factores de transcripcién heterélogos:
Roseal y Delila, provenientes de la planta
Antirrhinummajus; yMYB12,de A. thaliana.
Todos ellos colectivamente estimulan la
expresion de los genes que codifican las
enzimas que biosintetizan las antocianinas
y los transportadores que las

transfieren a las vacuolas.

Los vectores virales también
pueden contribuir a este tipo
de desarrollos biotecnoldgi-
cos. Nuestro propio trabajo
mostré que la expresién de
los dos factores de transcrip-

Plantas de calabacin

cién antes mencionados,
Roseal y Delila, en plantas
utilizando vectores deriva-
dos de potyvirus, como el
virus del grabado del tabaco
(TEV, de Tobacco etch virus)

oelvirus Y de lapatata (PVY,

S Vector viral ZYMV-criB

de Potato virus Y), inducen la acumulacién
de grandes cantidades de antocianinas en
hojas de tabaco. En estos proyectos de in-
genierfa metabdlica suele ser relevante la
necesidad de expresar m4s de una proteina
al mismo tiempo o dirigirla especificamen-
te a un determinado compartimento sub-
celular. Por ese motivo, los vectores virales
deben ser capaces de admitir secuencias
exdgenas de tamafio substancial. Este es,
de hecho, el caso de los potyvirus, una cla-
se de virus de RNA con cdpside alargada
y flexuosa para los que el grupo de Jari P.
T. Valkonen —Universidad de Helsinki, en
Finlandia— demostré la capacidad de en-
capsidar un genoma artificialmente exten-
dido en, aproximadamente, un 40 %. Con
un vector potyvirus, concretamente deri-
vado del TEV, nuestro grupo ha demos-
trado la expresién de una ruta metabdlica
completa, formada por tres enzimas biosin-
téticas de origen bacteriano, que inducen
la biosintesis de licopeno, un carotenoide
de interés nutricional, en hojas de tabaco.
Este mismo vector, pero haciendo uso de
una secuencia de transito al cloroplasto,
ha permitido la expresién de la enzima
dioxigenasa, de corte de carotenoides,
en plantas de N. benthamiana, y la consi-
guiente induccién de la ruta de biosintesis
de los apocarotenoides”. Estos metaboli-
tos, como las crocinas y la picrocrocina,
solo se acumulan en grandes cantidades de

W)
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Figura 2. Acumulacion de carotenoides en frutos de calabacin a través de
la expresion de la enzima bacteriana fitoeno sintasa mediante un vector
derivado del ZYMV. Izquierda: esquema de la estrategia de produccion de
carotenoides en frutos de calabacin utilizando el vector viral ZYMV-crtB.
Derecha: foto de un calabacin verde recolectado de una planta control y
de un calabacin amarillo, rico en carotenoides, recolectado de una planta
inoculada con ZYMV-crtB (Figura elaborada por el autor).
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manera natural en los estigmas de las flores
de azafrin y despiertan un gran interés no
solo alimentario sino también farmacéuti-
co. Este tipo de estudios nos ha permitido
aumentar el contenido de carotenoides en
frutos de calabacin, que, por otro lado, es
un alimento pobre en este tipo de metabo-
litos saludable’®. Mediante la inoculacién
de las plantas con otro vector potyvitus,
esta vez derivado del virus del mosaico
amarillo del calabacin (ZYMYV, de Zucchini
yellow mosaic virus), se consigui6 la expre-
sién de la enzima biosintética bacteriana
fitoeno sintasa, que induce la transforma-
cién de los cloroplastos en cromoplastos
con consiguiente acumulacién de carote-
noides [Figura 2].

Expresion de los componentes de
la reaccion de edicion genética
CRISPR-Cas en plantas mediante
vectores virales

Una aplicacién biotecnoldgica en la que
los vectores derivados de virus de plantas
estdn despertando un particular interés
es la expresion de los componentes de las
reacciones CRISPR-Cas de manipulacién
de genomas. Mientras la posibilidad de
edicién genética de las plantas cultivadas
abre oportunidades sin precedentes en
biotecnologia vegetal, la principal limita-
cién de esta tecnologia, en el caso de las
plantas, radica en la necesidad de expre-
sar los componentes de la reaccién, en
la reaccién més sencilla y habitual, una
nucleasa Cas que corta el DNA gené-
mico y un RNA guia que dirige el corte
a la posiciéon deseada, mediante trans-
formacién genética estable. Esto, como
ya se ha comentado m4s arriba, entrafia
dificultades técnicas en la mayoria de es-
pecies cultivadas. El trabajo pionero del
grupo de Magdy Mahfouz —King Abdullah
University of Science and Technology, en
Arabia Saudi— mostré que el RNA guia, el
componente que cambia principalmente
de una reaccién de edicién a otra, podia
expresarse de manera muy eficiente utili-

zando un vector viral derivado del virus
del cascabeleo del tabaco (TRYV, de Tobacco
rattle virus), consiguiéndose la edicién de
plantas que expresaban la nucleasa Cas9
de manera estable. M4as recientemente, el
grupo de Daniel E Voytas —Universidad
de Minnesota, en EE. UU.— mostré que
las propiedades de los RNA guia expresa-
dos con el vector TRV podian aumentarse
mediante la fusién de un dominio de RNA
moévil, derivado del RNA mensajero del
florigeno Flowering locus T (FT), de A.
thaliana. Esta modificacién dota a los RNA
gufa de la capacidad de alcanzar las célu-
las de la linea germinal en N. benthamiana,
consiguiéndose de esta manera la edicién
genética de la progenie, evitando la necesi-
dad de regenerar plantas editadas mediante
complejas técnicas de cultivo de tejidos.

La posibilidad de lanzar los RNA gufa a
las células de la linea germinal mediante
la expresién con un vector viral para ob-
tener la progenie editada evitando el culti-
vo de tejidos, no solo se ha demostrado en
especies modelo como N. benthamiana o
A. thaliana. Los grupos de Yongliang Zhang
y Yanpeng Wang —de la China Agricultu-
ral University y la Chinese Academy of
Science— han demostrado que esto tam-
bién es posible en una especie de gran in-
terés agronémico como el trigo, utilizando
un vector derivado del virus del mosaico
rayado de la cebada (BSMV, de Barley
stripe mosaic virus). M4s recientemente,
el grupo de Guihua Bai —Kansas State
University, en EE. UU.- ha utilizado este
mismo vector viral mediante una estrate-
gia heredable con RNA guia méviles para
obtener lineas de trigo editadas resistentes
a fusarium, evitando de esta manera las
técnicas de cultivo de tejido.

Las posibilidades que ofrecen los vectores
derivados de virus de plantas en edicién
genética CRISPR-Cas no han dejado de
aumentar con la reciente publicacién por
parte del grupo de Zhenghe Li —Zhejiang
University, en China— de que también la
nucleasa Cas9 puede expresarse a partir de
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un vector derivado de un rabdovirus, con-
cretamente el virus del reticulado amari-
llo de la cerraja (SYNV, de Sonchus yellow
net virus). En nuestro propio trabajo, he-
mos mostrado la posibilidad de coexpresar
el RNA gufa con un vector derivado del
virus X de la patata (PVX, de Potato virus
X) y la nucleasa Cas12a con un vector de-
rivado del TEV, consiguiendo la edicién
de los tejidos de plantas de N. benthamiana
silvestres que no estaban previamente
transformadas con la nucleasa. En definiti-
va, todos estos avances han mostrado que
los virus de plantas, ademds de habituales
diana de las estrategias biotecnoldgicas
basadas en CRISPR-Cas para conseguir
plantas resistentes, también se han con-
vertido en una herramienta que puede fa-
cilitar y acelerar los proyectos de edicién
genética, incluso haciéndolos accesibles a
plantas cuya transformacién genética ha
sido, por el momento, imposible!”.

Produccién de RNA recombinante
utilizando vectores derivados de
virus y viroides

Ademis de proteinas, los vectores virales
también se han utilizado para producir
RNA recombinantes en plantas, aunque
el objetivo en estos desarrollos suele ser
que estos RNA realicen su funcién en las
propias plantas, generalmente regulando
la expresién génica. En los afios 90 del si-
glo pasado empez6 a observarse que la ex-
presién de fragmentos de RNA homdlogos
a genes enddgenos de la planta en orien-
taciéon sentido, antisentido o en forma
bicatenaria, induce el silenciamiento del
correspondiente gen en la planta huésped.
Basada en estas observaciones, se desarro-
116 la técnica del silenciamiento génico
inducido por virus (VIGS, de virus-induced
gene silencing), de amplia aplicacién para
estudios de genética inversa en plantas.
Hasta la fecha se han descrito vectores
derivados de muchos virus de plantas con
los que se puede aplicar esta técnica —que,
de nuevo, evita la transformacién genética

estable— a multitud de especies vegetales'®.

Como alternativa a la expresiéon de un
fragmento m4s o menos grande del gen
de interés, también estd la posibilidad de
expresar el precursor de un microRNA ar-
tificial que, de forma mds precisa, se une
a una secuencia especifica e induce la de-
gradacién del RNA mensajero. Los mi-
croRNA artificiales reguladores de la ex-
presion génica en plantas también se han
expresado mediante vectores virales tanto
de RNA como de DNA, como demostré
el grupo de Yule Liu —Tsinghua University,
China— utilizando un vector derivado
del virus de la hoja enrollada de la col
(CaLCuV, de Cabbage leaf curl virus), un
geminivirus. Més recientemente, el gru-
po de Gustavo Gémez —I*SysBio, CSIC-
Universitat de Valéncia— ha expresado
pequefios RNA artificiales en berenjena,
capaces de silenciar la fitoeno desaturasa
y una subunidad de la magnesio quelatasa,
utilizando como vector un viroide, concre-
tamente el viroide latente de la berenje-
na (ELVd, de Eggplant latent viroid). Hace
unos afios, nuestro grupo de investigacion
desarroll6 un sistema para producir gran-
des cantidades de RN A recombinante, que
se basd, precisamente, en el uso de este vi-
roide (ELVd) como armazén. Sin embargo,
la produccién de RNA recombinante no
se produce en plantas, sino en la bacteria
E. coli. Este sistema deriva de la observa-
cién experimental de que la coexpresiéon
de un precursor del ELVd y de la tRNA
ligasa de berenjena —la enzima que circu-
lariza este viroide en la planta huésped—
en E. coli conlleva la acumulacién de una
enorme cantidad del RNA viroidal en for-
ma circular, a pesar de que no hay replica-
cién. El viroide simplemente se procesa a
través de sus ribozimas de cabeza de marti-
llo y es circularizado por la tRNA ligasa de
berenjena que se coexpresa en el sistema.
Como no hay replicacién, el RNA circular
del viroide se puede utilizar como armazén
para expresar RNA de interés como ap-
tdmeros y otros RNA recombinantes en
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grandes cantidades”. En una segunda ver-

sién de este sistema, hemos introducido RNAE coli  BNAE coli

control vacio dsBNA

=
S
=
=
o
-
=
_
=3

RNA

dos intrones autocataliticos, el segundo en
versiéon permutada, que nos han permiti-
do producir grandes cantidades de RNA
bicatenarios recombinantes que inducen
interferencia por RNA (RNAI) en plagas
y patégenos!'’, y que se postulan como una
alternativa prometedora, mds especifica y
respetuosa con el medio ambiente, a los
insecticidas quimicos cldsicos de sintesis
quimica [Figura 3].

Conclusiones

Los virus y los viroides son patégenos de

Figura 3. Produccién de un RNA bicatenario recom-
binante circular en E. coli empleando un sistema que
utiliza un armazén de viroide y dos intrones autoca-
taliticos, el segundo permutado. Electroforesis en gel
de poliacrilamida desnaturalizante donde se muestra
la acumulacion del RNA bicatenario circular (flecha)
en clones transformados con el vector adecuado en
comparacion con los transformados con un vector
vacio (Figura elaborada por el autor).

plantas que causan incontables problemas
en agricultura y en los ecosistemas natura-
les. Sin embargo, adecuadamente manipu-
lados, se pueden convertir en herramien-
tas biotecnolégicas para la produccién de
protefnas recombinantes y metabolitos
en plantas biofactorfa, en vectores para
la expresién en plantas de los compo-

nentes de la reaccién de edicién genética
CRISPR-Cas, o transformarse en un siste-
ma para la produccién de RNA recombi-

nante en E. coli que podria contribuir de
una manera mds especifica y sostenible a la
lucha contra plagas y patégenos agricolas.
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Introduccién

Las nanoparticulas virales (VNP) com-
prenden un diverso grupo de nanomateria-
les presentes en la naturaleza, que han ido
ganando terreno en el campo de la biotec-
nologfa durante los tltimos afios''. Esto se
debe, principalmente, a la gran estabilidad
y diversidad estructural que presentan, su
gran capacidad de resistir presiones am-
bientales y a la facilidad con la que pueden
ser modificadas para darles una funcién
concreta. De todas la VNP existentes, des-
tacan aquellas procedentes de virus vege-
tales, puesto que no tienen tropismo hacia
tejidos de mamifero vy, por ello, suponen
una alternativa biosegura para el ser hu-
mano. Asi, se estd desarrollando una gran
variedad de VNP de virus vegetales como
herramientas biotecnolégicas en campos
como la nanomedicina’” y otros, inclu-
yendo la fitopatologia.

Uno de los virus vegetales cuyas VNP han
servido como plataforma para desarro-
llar diversas herramientas biotecnoldgi-
cas recientemente es el virus del mosaico
del nabo (TuMV). El TuMV es un
conocido patégeno de plantas
perteneciente
a la familia
Potyviridae. Su
cdpsida, alar-
gada, flexuosa
y compuesta
por alrededor

de 2000 co-

pias de la proteina de la cdpsida (CP), es
lo que le hace atractivo desde el punto de
vista biotecnolégico [Figura 1]. Ademss,
se conoce bien cémo se dispone esta CP
cuando forma la cdpsida viral, quedando
su extremo N-terminal expuesto hacia el
exterior mientras que el C-terminal queda
interno a lo largo del tubo interior de la
VNP. Esta disposicion de la CP se mantie-
ne en todas las VNP del TuMV, tanto en el
virién (con ARN) como en las particulas
tipo virus o VLP (sin material genético v,
por tanto, no infectivas)*. Conocer todo
esto facilita, en gran medida, la funciona-
lizacion de las VNP del TuMV mediante
la adicion de moléculas de interés que se
expondrén en su superficie. Hasta la fecha,
las herramientas biotecnolégicas desarro-
lladas a partir de VNP del TuMV se han
producido mediante dos métodos princi-
pales de funcionalizacién: la conjugacién
quimica y la fusién génica.

Proteina de la capsida )
ARN gendmico

Figura 1. Esquema de la estructura general del virién del virus del mosaico del nabo
(TuMV, Turnip Mosaic Virus; Figura elaborada por los autores).
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Aplicaciones por conjugacion
quimica

Como se menciond anteriormente, el co-
nocimiento de la disposicion de las mo-
léculas de CP a lo largo de las VNP del
TuMV permite su funcionalizacién me-
diante reacciones quimicas relativamente
sencillas de llevar a cabo. En concreto, la
gran abundancia de lisinas en la regién
N-terminal, que queda expuesta al exte-
rior de las VNP, es un objetivo atractivo
para su funcionalizacién mediante el recu-
brimiento de su superficie con moléculas
de interés. Esto es debido a que las lisinas
presentan, generalmente, las aminas m4s
nucledfilas de una proteina, lo que ha he-
cho de ellas un objetivo comtn a la hora
de modificar proteinas. Para obtener VNP
de TuMV funcionalizadas mediante la
conjugacién de residuos de lisina en la re-
gién N-terminal, se eligié en primer lugar
el grupo éster NHS porque crea enlaces
amida muy estables. A continuacién, se
detallan las VNP del TuMV vy su funcién
biotecnolégica, que se obtuvieron median-
te conjugacién quimica.

TuMV-EGE, la ingenieria tisular

Una de las nanoherramientas desarrolladas
mediante conjugacién quimica fueron las
VNP de TuMV funcionalizadas con el fac-
tor de crecimiento epitelial (EGF) como
una nueva plataforma para la regeneracién
del tejido muscular. La ingenierfa de te-
jidos surgi6 en la década de los 70 como
alternativa al trasplante de 6rganos debido
a que este dltimo conlleva dos principales
problemas: la escasez de 6rganos y el re-
chazo por el sistema inmunitario en el re-
ceptor. La ingenierfa de tejidos promueve
la regeneracién in witro de los tejidos y 6r-
ganos del propio paciente empleando para
ello tres componentes bésicos: células, un
andamiaje y factores de crecimiento. A
través de ellos, se promueve la creacién
del ambiente propicio para el crecimiento
celular que permita la regeneracion del te-
jido. Ademis, esta tecnologia se esta apli-

cando en la actualidad para crear lo que se
ha denominado como “carne limpia”, una
alternativa de la industria alimentaria a la
carne, pero sin la muerte de un animal.

En este contexto, se desarrollaron VNP de
TuMV conjugadas a EGF debido a su bio-
seguridad y a su facilidad para ser funcio-
nalizadas a través de las lisinas del extremo
N-terminal de sus CP. Las moléculas de
EGEF se conjugaron quimicamente con los
grupos amina de las lisinas a través de la
reaccién de Staudinger utilizando conec-
tores con grupos fosfina y azida. Posterior-
mente, las VNP de TuMV-EGEF se utiliza-
ron como aditivo para disefiar hidrogeles
de metacrilato de gelatina (GelMA) para
mejorar la adhesién, la proliferacién y
la alineacién de los fibroblastos en fibras
musculares artificiales. Se observaron ma-
yores tasas de proliferacién y adhesién en
los cultivos de fibroblastos sobre TuMV-
EGF-GelMa en comparacién con los culti-
vos sobre TUMV-GelMA y EGF-GelMAP.
Los fibroblastos sobre TuMV-EGF-GelMA
continuaron proliferando rdpidamente
después de la adhesion al gel, lo que indicé
que TuMV-EGF funcionaba tanto como
un nanotransportador para el EGF como
una sefial fisico-mecanica para las célu-
las. Estos resultados demostraron que el
TuMV-EGF puede utilizarse como aditivo
en bioenlaces basados en GelMA para la
ingenieria de tejidos, ya que crea un mi-
croambiente que promueve la adhesién y
la proliferacién de fibroblastos!”.

TuMV-EGCG, la antimicrobiana vy
antitumoral

El galato de epigalocatequina (EGCG) es
un polifenol presente en gran cantidad en
el té verde y con propiedades beneficiosas
para el ser humano. Los polifenoles son un
grupo bien conocido de metabolitos secun-
darios de las plantas, que se caracterizan
por sus anillos fendélicos y se clasifican en
un gran ntmero de compuestos heterogé-
neos basados en los elementos estructura-
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les que los unen. Los polifenoles derivados
de plantas, como el EGCG, son compues-
tos atractivos y prometedores en el campo
de la biotecnologia debido a sus activida-
des biolégicas, entre las que destaca su po-
tencial antimicrobiano y antibiopeliculas
frente a una amplia gama de microorganis-
mos como bacterias, hongos y virus patdge-
nos. Ademds, el interés por los polifenoles
ha ido aumentando a lo largo de los afios,
impulsado por estudios epidemiolégicos y
metaandlisis asociados que han sugerido
que estos compuestos tienen una amplia
gama de caracteristicas que previenen des-
de enfermedades cardiovasculares hasta el
céncer o la diabetes en humanos.

La clase m4s grande y estudiada de poli-
fenoles como fuentes potenciales de apli-
caciones farmacéuticas y médicas esta re-
presentada por los flavonoides. De hecho,
se piensa que los supuestos beneficios para
la salud del té verde (Camellia sinesis) se
derivan de la alta concentracién de poli-
fenoles flavonoides, incluyendo el grupo
conocido como catequinas.

La actividad quimiopreventiva de las cate-
quinas del té verde se atribuye, en parte, al
nimero de grupos hidroxilo y a la presen-
cia de grupos estructurales caracteristicos
de las catequinas que tienen un impacto
importante en la actividad antioxidante
de las mismas. El EGCG es el mds abun-
dante de todos ellos, constituyendo alre-
dedor del 50 % del conjunto de catequinas
presentes en el té verde.

Debido al gran nimero de aplicaciones
del EGCG, se funcionalizaron viriones de
TuMV con este polifenol mediante la re-
accién de Mannich. Una vez obtenidas las
nanoparticulas funcionalizadas se procedi6
a evaluar, por un lado, su efecto antimi-
crobiano, y por otro, su potencial antitu-
moral. Para su accién antimicrobiana, se
evalué tanto su inhibicién del crecimiento
bacteriano como su capacidad de forma-
cién de biopeliculas. Para la inhibicién del
crecimiento bacteriano, se compard la ac-

cién de las VNP-EGCG en cultivos tanto
liquidos como sélidos de Dickeya dadantii,
Sarcina lutea y Pseudomonas aeruginosa. Las
VNP-EGCG mostraron un efecto bacteri-
cida tanto en medios s6lidos como en me-
dios liquidos, siendo este efecto mayor que
el del EGCG libre. Los controles a los que
se afiadi6 solo TuMV libre no presentaron
una disminucién del crecimiento bacteria-
no, por lo que se demuestra que el efecto
bactericida proviene del EGCG conjuga-
do a las nanoparticulas. En cuanto a la in-
hibicién de la formacién de biopeliculas,
las VNP-EGCG se probaron en cultivos
de Pseudomonas aeruginosa. Se pudo obser-
var cémo estas nanoparticulas produjeron
un efecto significativo en la formacién de
biopeliculas. Este efecto fue dependien-
te de la concentracion y fue claramente
distinto al producido por la adicién de
TuMV libre y EGCG libre, los cuales no
impidieron la formacién de biopeliculas de
P. aeruginosa'.

Las VNP-EGCG también se probaron
tanto in vitro como in vivo para analizar su
potencial antitumoral y su acumulacién en
tumores. Los ensayos con ratones mostra-
ron que las VNP-EGCG se dirigian a los
tumores que estos presentaban. Ademds,
utilizando las células Cal33 procedentes
de carcinoma de células escamosas, se
comprobé que las VNP-EGCG exhibian
un efecto antitumoral que resulté ser 50

veces mds potente que el efecto de EGCG
libre!™”!.

Por tanto, la funcionalizacién de las VNP
con EGCG ha dado lugar a una nanopar-
ticula con potencial interés en dos campos
tan diferentes como son la inhibicién del
crecimiento bacteriano (y la formacién de
biopeliculas bacterianas) y un potencial
tratamiento antitumoral nuevo.

TuMV-CAL-B, la nanoinmovilizacién
enzimatica

La lipasa B de Candida antarctica (CAL-B)

es una enzima utilizada comtdnmente para
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la produccién de compuestos nitrogenados
en diferentes industrias como la farmacéu-
tica o la quimica. Sin embargo, al igual que
otras enzimas utilizadas en la produccién
industrial, presenta inconvenientes como
su estabilidad o la susceptibilidad a cam-
bios ambientales cuando se encuentran en
su forma libre. Para evitar estos problemas,
se lleva a cabo la inmovilizacién de enzi-
mas, mediante la cual se fijan a un sustrato
inerte que les confiere mayor resistencia
a cambios de temperatura o pH, a la vez
que facilita su separacién de los productos
para poder ser reutilizadas. No obstante,
esta inmovilizacién puede suponer la pér-
dida de parte de su actividad enzimitica
especifica. Las nanoparticulas proteicas
ofrecen una buena opcién como sustrato
para esta inmovilizacién, ya que compar-
ten la misma naturaleza con las enzimas y
dan una homogeneidad quimica deseable
a los complejos que se forman. Las VNP
forman parte de este tipo de nanoparticu-
las, por lo que se utilizaron las VNP del
TuMV como plataforma para inmovilizar
la enzima CAL-B mediante conjugacién
quimica. Para ello, se crearon nanomallas
de TuMV a las que se les unieron molé-
culas de CAL-B utilizando glutaraldehido
como agente conjugador de dos cabezas”.
En este estudio, se pudo demostrar por pri-
mera vez como las nanomallas del TuMV
podfan utilizarse como sustrato para inmo-
vilizar CAL-B. Ademss, no solo se pudie-
ron observar agregados de la enzima en la
nanomalla, sino que su actividad especifi-
ca se vio aumentada respecto a la misma
cantidad de CAL-B en forma librel’.. Por
tanto, las nanomallas del TuMV suponen
una buena alternativa para inmovilizar
CAL-B, en especial cuando se comparan
con otros sustratos donde la enzima ya se
ha inmovilizado con anterioridad. Estas
redes formadas por VNP, por tanto, po-
drfan representar un sustrato interesante
desde el punto de vista de la inmoviliza-
cién de enzimas en la biotecnologfa indus-
trial, puesto que, ademas de aumentar la
estabilidad de CAL-B y formar complejos

quimicamente homogéneos, la actividad
enzimdtica especifica se vio aumentada
tras la conjugacién a las nanorredes.

Aplicaciones por fusion génica

La fusién génica es un método que se uti-
liza en biotecnologia desde hace tiempo
para la obtencién de productos proteicos
recombinantes. En el contexto de la fun-
cionalizacién de VNP, la fusién génica
permite la produccién de moléculas de
CP que contienen una secuencia de ami-
nodcidos recombinante de interés en una
regién deseada. En el caso del TuMV, la
mejor regidén para insertar esta secuencia
es la N-terminal, ya que se proyecta hacia
el exterior. La fusién génica, frente a la
conjugacién quimica, tiene la ventaja de
asegurar una copia de la protefna de inte-
rés por molécula de CP. Sin embargo, este
método parece afectar al ensamblaje de las
VNP en algunas ocasiones, y las construc-
ciones genéticas resultan ser finalmente
infructuosas. No obstante, existen un par
de construcciones con VNP de TuMV
creadas a partir de fusién génica con po-
tencial interés en nanomedicina.

TuMV-VEGFR-3, la
peptidica y la deteccién de anti-
cuerpos

inmunizacion

La fusién génica se utilizé por primera vez
con el TuMV para funcionalizar las VNP
con un pequefio péptido derivado del re-
ceptor 3 del factor de crecimiento endo-
telial vascular humano (VEGFR-3) para
inmunizacién y deteccién de anticuerpos
mediante péptidos. El uso de péptidos para
la inmunizacién y la deteccién de anti-
cuerpos tiene varias ventajas en compara-
cién con protefnas complejas. En el caso
de la inmunizacién, los péptidos son mds
sencillos y los anticuerpos producidos con-
tra ellos son practicamente monoclonales.
Sin embargo, son poco inmunogénicos y
su uso conlleva diferentes problemas téc-
nicos. Una solucién para sortear estos pro-
blemas es el uso de virus como plataformas
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para la presentacién de péptidos y, como se
ha mencionado anteriormente, el TuMV
posee una estructura atractiva para ello.
En el caso de la deteccién de anticuerpos,
los péptidos ya han demostrado funcionar
con anticuerpos dirigidos a un epitopo de-
terminado en muestras de suero complejas.
Sin embargo, el uso de VNP funcionaliza-
das con péptidos para este propdsito no se
habia abordado hasta que se crearon las

VLP TuMV-VEGEFR-35,
La produccién de VLP TuMV-VEGEFR-3

comenzd con un fragmento de ADN sin-
tético que contenia la secuencia que codi-
ficaba el primer amino4cido de la CP del
TuMV, a continuacién, la secuencia de
VEGEFR-3 vy, finalmente, la secuencia del
resto de la CP de TuMV. Este fragmento
se clond posteriormente en los vectores
p35Tunos-vecOl y p35Tunos-vecO-Nat
1, y se inocularon con ellos plantas de
las especies Arabidopsis thaliana y Brassica
juncea. Las VNP funcionalizadas se puri-
ficaron mediante un protocolo que utiliza
un gradiente de cloruro de cesio (CsCl).

Para evaluar el potencial de inmunizacién
de las VNP, se inocularon tres grupos dife-
rentes de cinco ratones BALB/c de 8 sema-
nas de edad, con 10 pg de VNP purificadas
de tipo salvaje o quiméricas o con 0,7 g
de VEGFR-3 libre (aproximadamente, la
cantidad de péptido que portaban las VNP
quiméricas). Los sueros analizados de los
ratones inmunizados mostraron que aque-
llos inoculados con VNP TuMV-VEGFR -3
tenian titulos significativamente mds altos
de anticuerpos anti-VEGFR-3 que los ino-
culados con el péptido libre. Ademds, se
demostré un aumento de las propiedades
de deteccién de anticuerpos de las VNP,
ya que diluciones mds altas de sueros re-
sultaron positivas en los ensayos ELISA
cuando las placas estaban tapizadas con
VNP TuMV-VEGFR-3 que cuando lo es-
taban con el péptido libre. Ambos resulta-
dos demuestran el potencial de estas VNP
quiméricas en el campo de la inmunologia,

siendo el primer caso reportado con VNP
de virus vegetales hasta entonces'”.

TuMV-Pru p 3, las alergias alimenta-
rias

Se funcionalizaron VNP de TuMV con el
alérgeno del melocotén Pru p 3 para crear
una nanoparticula cubierta de alérgeno
que pudiera emplearse posteriormente
para inmunoterapia frente a las alergias
alimentarias. Este tipo de alergia afecta
cada afio a mds personas, especialmente
en pafses desarrollados, donde se calcula
que entre el 5 y el 10 % de la poblacién
infantil, y entre el 3 y el 4 % de la pobla-
cién adulta, sufre algin tipo de alergia ali-
mentaria. Las moléculas desencadenantes
de esta respuesta inmune son denominadas
alérgenos, y son a menudo lipoproteinas. La
lipoproteina Pru p 3 es un modelo bien es-
tudiado de este tipo de alérgenos, el cual
supone uno de los més relevantes en la re-
gién mediterrdnea.

Es por ello por lo que se desarrollaron VNP
de TuMYV funcionalizadas con este alérgeno
completo para conseguir una herramienta
que pueda ser utilizada para inmunoterapia
frente a las alergias alimentarias. Para ello,
se cre6 un gen sintético que llevase fusio-
nadas las secuencias de la CP del TuMV
junto a la de Pru p 3, ambas separadas me-
diante un conector flexible. Mediante ex-
presién transitoria en plantas de Nicotiana
benthamiana que fueron agroinfiltradas con
Agrobacterium tumefaciens, se obtuvieron
VLP de TuMV conjugadas con el alérge-
no completo”. Posteriormente, las VLP
se purificaron y probaron tanto en culti-
vos celulares como en ratones. Estas VLP
TuMV-Pru p 3 no resultaron ser téxicas
ni in vitro ni in vivo y se transportaban por
las células intestinales Caco-2 sin afectar
a la integridad epitelial, lo que demuestra
la posibilidad de ser administradas por via
oral para la inmunoterapia. La administra-
cién de VLP de TuMV-Pru p 3 en ratones
previamente sensibilizados redujo signifi-
cativamente los niveles de slgG2a en ellos
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a casi la mitad y, ademds, se observé una
tendencia a la baja en los niveles de sIgE,
aunque no significatival. Estos resultados
apoyan el uso de las VLP funcionalizadas
de TuMV en la inmunoterapia especifica
de alérgenos, asi como en otras patologias
de base inmunoldgica.

Perspectivas futuras

Como se ha descrito, se han desarrolla-
do diversas nanoherramientas basadas en
VNP del TuMV mediante dos técnicas
principales de funcionalizacién: la conju-
gacion quimica y la ingenierfa genética.
Sin embargo, se ha conseguido imple-
mentar en ellas recientemente un tercer
método de funcionalizacién: la tecnologia
SpyTag/SpyCatcher, que combina una pri-
mera fusién génica con una conjugacién
quimica posterior. Esta tecnologia se basa
en el enlace isopeptidico intramolecular
que se produce en el dominio CnaB2 de
la proteina de unién a fibronectina (FbaB)
de Streptococcus pyogenes'®. Este enlace iso-
péptido espontdneo ocurre entre la amina
delaLys,, yel grupo carboxilo del Asp,,.de
forma irreversible y resistente a un amplio
abanico de condiciones de pH, temperatu-
ra y tampones. Teniendo esto en cuenta,
se desarrollé una tecnologfa novedosa para
el acoplamiento de proteinas dividiendo el
dominio CnaB2 en dos péptidos que, pos-
teriormente, se reconstituyen a través de
este enlace isopéptido
SpyTag,
una pequefa secuen-

espontaneo:

cia de 13 amino4cidos
que incluye el Asp, .,y .
SpyCatcher, con el res-

to de la proteina. Al fu-

sionar genéticamente
SpyTag y SpyCatcher
con el N-terminal o el
C-terminal de dos pro-
tefnas de interés, estas
Gltimas se unirdn entre
sf de forma estable y con

un alto rendimiento.

Fusion génica
Inmunizacion peptidica

Deteccidn de anticuerpos
Alergias alimentarias

La tecnologia SpyTag/SpyCatcher se pro-
b6 en las VNP del TuMV utilizando la
proteina verde fluorescente (GFP) como
proteina de interés ficilmente rastreable
para funcionalizar las moléculas de CP.
Para su produccién, se utilizé la agricultu-
ra molecular mediante agroinfiltracién en
plantas de Nicotiana benthamiana. En este
experimento se pudo observar cémo las
VLP de TuMV quedaban funcionalizadas
con GFP a través de SpyTag/SpyCatcher.
Y no solo eso, sino que la unién entre
SpyTag y SpyCatcher tuvo lugar in vivo
dentro de las células de las plantas agroin-
filtradas. Con estos resultados, se abre la
puerta a una nueva forma de funcionalizar
las VLP del TuMV con secuencias protei-
cas de interés de forma irreversible y a un
alto rendimiento, por lo que las posibilida-
des de desarrollar nuevas nanoherramien-
tas a partir de ellas en el futuro préximo se
ven incrementadas.

En resumen, el TuMV es una excelen-
te plataforma para la creacién de nuevas
herramientas en biotecnologia a través de
la agricultura molecular en plantas de Ni-
cotiana benthamiana. Las VNP del TuMV
ofrecen una estructura interesante para su
funcionalizacién y, una vez derivadas por
conjugacién quimica o ingenieria genéti-
ca, se han aplicado con éxito en mdltiples
campos de la nanociencia y la nanotec-
nologia [Figura 2]. Ademds, una nueva

Conjugacion quimica
Ingenieria tisular
Antimicrobianos

.
.

*  Antitumoral
*  Nanoinmovilizacion enzimatica

Figura 2. Esquema de las principales aplicaciones biotecnoldgicas de las
distintas nanoherramientas desarrolladas mediante la funcionalizacion
de nanoparticulas virales del TuMV (Figura elaborada por los autores).
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técnica de acoplamiento de proteinas lla-
mada SpyTag/SpyCatcher ofrece un méto-
do prometedor para una funcionalizacién
mas robusta y eficiente de estas VNP. Esto
muestra no sélo que las nanoplataformas
derivadas del TuMV son muy versatiles,
sino que también hay un enorme potencial
para desarrollar nuevas nanoherramientas
con ellas en los préximos afios en campos

NLErCNLC VGl

como el desarrollo de vacunas o nuevos
tratamientos antitumorales. Su aplicacién
en el campo de la fitopatologia ha comen-
zado con algo de retraso, pero las primeras
experiencias probadas estdn resultando de
lo m4s prometedor, como se ha compro-
bado en el caso de Dickeya dadantii, por
ejemplo. Otras plagas y patdgenos estdn ya
siendo probados.
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Sumario

Las aplicaciones biotecnoldgicas que tienen su origen en el conocimiento de virus y de

otros patégenos relacionados, como los viroides, son muy numerosas y destacadas. En

el caso de plantas, y a pesar de ser una disciplina cientifica relativamente reciente, la

virologia ha aportado un buen niimero de elementos cuyas funcionalidades resultan muy

valiosas en biotecnologfa. En este articulo se revisan ejemplos relevantes en las diferen-

tes categorias consideradas, y se mencionan las prometedoras perspectivas de futuro de

nuevos desarrollos con potencial aplicacién practica.

Introduccién

Los virus, viroides y otros elementos sub-
virales como los satélites, constituyen una
categoria amplia de agentes con capacidad
infecciosa que pueden afectar a prictica-
mente todos los seres vivos, incluyendo
las plantas. Por razones histéricas, la ma-
yor parte de los virus y viroides de plantas
que se conocen tienen caricter patogéni-
co, siendo agentes causales de enfermeda-
des que pueden afectar a los cultivos. Sin
embargo, gracias a los recientes avances
en metagendmica, ahora sabemos que su
presencia es mucho mayor de lo conside-
rado inicialmente, y que en muchas oca-
siones juegan un papel neutro o incluso
beneficioso como componentes esenciales
de los ecosistemas.

En este articulo nos centraremos en un
aspecto que también hace referencia a ca-
racteristicas positivas de los virus: servir de
fuente de componentes ttiles para aplica-
ciones biotecnoldgicas a partir de elemen-
tos de sus genomas.

En concreto, comentaremos sobre elemen-
tos genéticos reguladores, y sobre 4cidos
nucleicos y proteinas virales con capaci-
dades enzimdticas que aportan funciones
de interés biotecnoldgico. Por razones de
espacio y para evitar solapamientos con
otros articulos, no se incluirdn los vectores
virales de expresion, la produccién de par-
ticulas virales ni los sistemas de induccién
de silenciamiento génico en plantas basa-
dos en virus.

Elementos genéticos derivados de
virus

Promotores de transcripcién

Por su naturaleza de parasitos moleculares,
los virus, viroides y agentes subvirales in-
cluyen en sus genomas elementos genéti-
cos, como promotores y terminadores, que
resultan esenciales para usurpar funciones
celulares del huésped de forma muy efi-
ciente’.. De hecho, la capacidad de estos
elementos se espera que sea superior a la de
sus homélogos celulares para poder com-
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petir eficazmente con ellos en el estilo de
vida parasitico de los virus.

En general, y debido al pequefio tamatfio
de los genomas virales, los elementos ge-
néticos son también pequefios, lo que los
hace especialmente interesante en bio-
logia sintética. Muchas construcciones
destinadas a ser usadas en células de orga-
nismos muy distintos utilizan promotores
virales, como los derivados de citomegalo-
virus en sistemas celulares de mamiferos.
Las plantas no son una excepcién, siendo
muy comun el uso de promotores como el
conocido 35S del virus del mosaico de la

coliflor (CaMV)!!,

La eleccién de los promotores usados en
transgenia vegetal es una parte fundamen-
tal del disefio en funcién del objetivo per-
seguido. Existen numerosos promotores
de origen vegetal caracterizados en la li-
teratura con especificidad de tejido, o con
expresion inducible, pero los promotores
constitutivos de origen viral siguen te-
niendo amplio uso ya que permiten eludir
en gran medida la regulacién del huésped,
resultando una alternativa para los propios
promotores constitutivos de plantas.

Una primera consideracion es que la gama
de especies huésped de cada virus puede
condicionar los promotores virales dispo-
nibles, que, en general, serdn m4s eficien-
tes en las plantas que pueden infectar. En
efecto, existen elementos mas adaptados
a dicotiledéneas, como el promotor del
componente subgenémico que codifica la
proteina de cubierta del tobamovirus del
mosaico del tomate (ToMV), o a monoco-
tiledéneas, como el componente derivado
del badnavirus baciliforme de la cafia de
azicar (SCBV). No obstante, también se
conocen promotores capaces de funcio-
nar en muchas especies. En especial, el
promotor 35S que hemos mencionado,
en diferentes formatos (minimo, o refor-
zado mediante duplicaciones), se estima
que se ha empleado en m4s del 60 % de
todas las plantas transgénicas de numero-

sas especies. Se trata de un potente pro-
motor constitutivo capaz de expresar altos
niveles del gen al que precede en todos
los tejidos de la planta. Actualmente, hay
una gran disponibilidad de plasmidos ade-
cuados para la transformacion de plantas
que emplean este promotor. Entre las ca-
racteristicas que explican su éxito, desta-
ca el reducido tamafio necesario para su
correcta funcionalidad y la mencionada
versatilidad de especies en las que es ca-
paz de inducir elevados niveles de expre-
sién de transgenes. La investigacién bdsi-
ca sobre este promotor resulté clave para
determinar su utilizacién, empezando con
la determinacién del tamafio necesario: a
partir de una regién del virus inicialmente
grande, se comprobé que las construccio-
nes con una secuencia mucho mas reduci-
da conservaban plena funcionalidad, y se
describié la parte mas pequefia necesaria
para expresar transgenes, a la que se deno-
miné promotor minimo; resulta interesante
que sea posible multiplicar la expresién
del transgén correspondiente simplemen-
te afiadiendo copias del promotor en tan-
dem como en los denominados promotores
duplicados. Adicionalmente, es posible
controlar la expresién incorporando se-
cuencias reguladoras aguas arriba del pro-
motor. Por ejemplo, es posible afiadir un
elemento que necesite de la interaccién
con un factor de transcripcién para su ex-
presién. Si, ademds, esta interaccién re-
quiere una pequefia molécula o ligando, se
obtiene un sistema inducible dependiente
de la adicién del ligando de manera artifi-
cial en el momento deseado, dando como
resultado una expresion del transgén con-
trolada espaciotemporalmente.

La potencia y versatilidad del promotor
CaMV 358 explica su utilizacion tan fre-
cuente, aunque ya existen tecnologfas que
lo superan, y hay estudios basados en el uso
de promotores quiméricos que combinan
las secuencias activadoras de varios virus
y que permiten mantener la expresién en
una planta en situaciones adversas.
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Potenciadores de la traduccién

Otros elementos genéticos de utilidad son
los potenciadores de la traduccién, entre
los que se pueden citar el elemento Ome-
ga del tobamovirus del mosaico del tabaco
(TMV), y los inductores de traduccién al-
ternativos, como los 3’- potenciadores de
traduccién independientes de estructuras
cap 3’-CITE, o los sitios de entrada inter-
nos de ribosomas (IRES)™.

El inicio de la traduccién en eucariotas
es un proceso complejo que requiere de la
interaccién del RNA mensajero (mRNA)
con las dos subunidades ribosomales me-
diada por numerosos factores de traduc-
cién. Este proceso es dependiente de la
presencia de un nucleétido modificado en
el extremo 5’ de los mRNA, que consti-
tuye una estructura caracteristica deno-
minada cap, y de la cola de poli-adenina,
poli(A), en el extremo 3’. En el caso de
los organismos eucariotas, el factor de ini-
ciacién denominado 4 (elF4) se encarga
de la seleccién de secuencias con 5’ cap,
formando parte de un complejo mayor que
facilita la migracion del ribosoma de 5 a 3’
hacia el codén de iniciacién AUG. Entre
las estrategias que utilizan los virus para
secuestrar la maquinaria de traduccion ce-
lular, se encuentra la de imitar la estruc-
tura de un mRNA, o bien sustituir el 5’
cap y la cola poli(A) por otras estructuras
que compiten eficientemente por la acti-
vidad de la maquinaria celular. También
modulan el proceso la longitud y secuen-
cia de las regiones lideres, presentando fre-
cuentemente estructuras secundarias, y el
contexto en el que se encuentra el codén
de iniciacién. Uno de los ejemplos m4s es-
tudiados es la secuencia Omega del TMV,
situada en la regién 5’ no traducida y que
interacciona con la regién 3’, facilitando
el reclutamiento de factores de iniciacién
como elF3 e incrementando asf la traduc-
cién. De manera similar, se han estudiado
secuencias no traducidas del extremo 5’ de
algunos potyvirus (PSbMV, TEV) vy alfa-

movirus (AMV). Estas secuencias tienen

la capacidad de incrementar la traduccién
tanto en plantas transgénicas como en
vectores virales heterélogos.

Numerosos virus emplean mecanismos de
iniciacién no clésica de la traduccién que
les permiten secuestrar eficientemente la
maquinaria celular, incluyendo sistemas
independientes de los componentes celu-
lares, o con elementos que actdan en cis
y otros mecanismos alternativos. Entre
ellos destacan los iniciadores conocidos
como 3’-CITE, independientes de cap y
que responden a determinados factores,
pudiendo superar el bloqueo que suce-
de en situaciones de estrés''?. Conside-
rando que las transformaciones estables
o transitorias pueden generar un estrés
considerable en la planta, el interés bio-
tecnoldgico por estos inductores de la
traduccién es muy alto, ya que permitirfa
superar algunas limitaciones propias de
los sistemas vegetales. Ademds, aparente-
mente estos elementos 3’-CITE pueden
ser intercambiables manteniendo su fun-
cionalidad, ya que dependen en gran
medida de su estructura secundaria y
terciaria que les sirve para interaccio-
nar con sus dianas moleculares, siendo
elementos de RNA funcionalmente in-
dependientes del resto de la secuencia y
que pueden llegar a ser muy pequefios (en
torno a 60 nucledtidos). Se han descrito
3’-CITE muy eficientes en monocotile-
déneas, por lo que se estan desarrollando
sistemas de produccién de protefnas con
alto rendimiento basados en extractos de
germen de trigo utilizando el elemento
3’-CITE del luteovirus del enanismo ama-
rillo de la cebada (BYDV), lo que da lugar
a una produccién de proteinas superior
a otros sistemas. En cambio, parece que
los elementos de regiones 5’ de virus con
cap son mds eficaces en plantas dicotile-
déneas. Si se encontraran y describieran
nuevas secuencias potenciadoras en mds
especies de virus de plantas, serfa en prin-
cipio posible utilizar y combinar varias es-
trategias mejor adaptadas a cada huésped.
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Oftras estrategias alternativas distintas a las
mencionadas no precisan cap ni poli(A),
como es el caso de virus satélites depen-
dientes de otros virus, como, por ejemplo,
el virus satélite de la necrosis del tabaco
(STNV), donde se ha identificado una
regién anterior al codén de parada de la
Gnica protefna que codifica, que es capaz
de actuar como sustituto del cap y presenta
actividad promotora.

Existen otros sistemas de inicio de traduc-
cién mediante sitios de entrada interna de
ribosomas (IRES), elementos con estructu-
ras complejas que pueden ser activas para
traduccién en contextos diferentes a la re-
gién 5’ de los genomas virales. Se han es-
tudiado mucho en virus de mamifero, pero
resulta controvertida la posible presencia y
funcionalidad de IRES en virus de plantas,
ya que ni el menor tamafio ni la estructura
de las regiones 5’ permite definirlos de ma-
nera precisa, por lo que los posibles candi-
datos atin no se han caracterizado suficien-
temente para su uso biotecnoldgico.

Secuencias nucleotidicas
capacidad catalitica

con

Ribozimas

Dentro de los elementos genéticos con usos
biotecnoldgicos hay que destacar las ribozi-
mas derivadas de viroides". La capacidad
patogénica de estas pequefias entidades de
RNA circular resultaba asombrosa por la
ausencia de regiones codificantes para nin-
guna proteina, siendo todo un reto cientifi-
co su caracterizacion. El descubrimiento de
las ribozimas autocataliticas, imprescindi-
bles para su replicacién por circulo rodan-
te, significé todo un hito que trasciende la
fitopatologfa para acercarnos a entender
incluso fases muy tempranas de la evolu-
cién de la vida en las que el RNA podria
tener un papel esencial. La conexién fun-
cional y estructural con el agente causal
de la hepatitis delta en humanos sirve de
recordatorio de la utilidad inesperada que
la ciencia bésica en plantas puede aportar a
los avances clinicos y biotecnolégicos.

En el tema que nos ocupa, el conocimiento
sobre ribozimas ha permitido su inclusién
en construcciones genéticas donde resulta
necesario generar extremos concretos en
el RNA transcrito, con lo que hoy en dia
forman parte de las herramientas propias
de biologia sintética. Las peculiaridades
de su conformacién, con formatos especi-
ficos como los denominados de cabeza de
martillo, se han ido caracterizando hasta
determinar los requerimientos de tamafio
y conservacién de estructura necesarios
para realizar su funcién.

Proteinas virales con actividades
enzimaticas

Las actividades enzimdticas que codifican
los genomas virales son bastante limitadas,
pero, en general, tienen que ser altamente
especificas, lo que las convierte de nuevo
en una alternativa valiosa para adaptarlas
a un uso biotecnoldgico.

Proteasas

Dentro de la amplia categoria de proteinas
virales funcionales de origen viral desta-
can las proteasas, enzimas con capacidad
catalitica de procesar enlaces peptidicos
entre aminodcidos. Las proteasas son pro-
tefnas esenciales en el repertorio enzima-
tico de los seres vivos. En el campo de la
biotecnologia, las proteasas de origen viral
poseen varios aspectos que las hacen atrac-
tivas: pequefio tamafio, baja similaridad
con protefnas del huésped y extraordinaria
especificidad de corte!”’.. En ocasiones tam-
bién son responsables de la localizacién y
momento de aparicién de proteinas virales
maduras, controlando la acumulacién de
productos intermedios. En muchos casos,
la actividad proteasa es necesaria para ac-
tivar otras funciones en la misma o en otras
proteinas, sirviendo para su regulacién'”.

En los virus vegetales se encuentran nu-
merosas proteasas que desempefian funcio-
nes en casi todos los procesos virales. Un
ejemplo caracteristico lo constituyen los
potyvirus, cuyo genoma se expresa en una

23>>



Existen
numerosas
proteasas Nla
con variaciones
en los sitios de
reconocimiento,
lo que permite
una gran
versatilidad

de disefios
funcionales. La
proteasa Nla
mas estudiada

y utilizada

en ingenieria
genética es la del
virus del grabado

del tabaco (TEV)

Es especialmente
frecuente la
dedicacién de
proteinas virales
a funciones
especificas de
proteccidon del
genoma viral
frente a la
inactivacion del

RNA

poliprotefna que se procesa autoproteoliti-
camente por tres proteasas especificas que,
ademds, son multifuncionales. En primer
lugar, se encuentran las proteasas lide-
res de tipo P1, que se autocortan en cis vy,
ademds, se ha comprobado que su presencia
regula la patogenicidad del virus, limitando
efectos negativos de la infeccién. A con-
tinuacion, se localiza la proteasa HCPro,
que tiene ademds una potente actividad
como supresor de silenciamiento génico,
aparte de intervenir en procesos como la
transmisién vectorial o la estabilidad de
viriones. En dltimo lugar, los potyvirus tam-
bién poseen proteasas de gran importancia
en biotecnologia, las denominadas inclu-
sién nuclear tipo a (Nla), que actian tanto
en cis como en trans. Estas proteasas mues-
tran, ademds, una especificidad muy riguro-
sa en sus dianas de corte (un heptapéptido
con corte especifico en el pendltimo en-
lace peptidico), lo que aumenta su valor
como herramienta biotecnoldgica: se han
utilizado, entre otros ejemplos, en procesos
de eliminacién de sefiales de purificacién
por afinidad, en proteinas recombinantes
o hasta en complejos proteicos, permitien-
do la expresién simultdnea de multiples
proteinas y su liberacién controlada. Exis-
ten numerosas proteasas Nla con variacio-
nes en los sitios de reconocimiento, lo que
permite una gran versatilidad de disefios
funcionales. La proteasa Nla mas estudia-
da y utilizada en ingenieria genética es la
del virus del grabado del tabaco (TEV).
Su uso comercial ha sido posible mediante
modificaciones que aumentaron su solu-
bilidad y estabilidad sin comprometer la
actividad proteasa. Se trata de una pro-
teasa resistente a muchos inhibidores, que
tolera relativamente bien la presencia de
agentes desnaturalizantes, y que puede eli-
minar componentes de membrana sin usar
detergentes. El conocimiento de su estruc-
tura tridimensional ha permitido manipu-
lar su especificidad para admitir numerosos
aminodcidos en la posicién posterior al
corte proteolitico.

Elementos genéticos derivados de virus de plantas

Supresores del silenciamiento génico

En la totalidad de los virus de plantas ana-
lizados hasta el momento, se han encon-
trado sistemas de evasion de las defensas
del huésped que utilizan supresores del
silenciamiento génico’. Desde su des-
cubrimiento, el silenciamiento de RNA
se ha asociado a mecanismos de defensa
frente a virus y transposones, por lo que es
entendible que los virus hayan evolucio-
nado para disponer de supresores, en un
ejemplo clasico de carrera de armamen-
tos. Las estrategias de evasion viral son
muy variadas, desde la replicacién en el
interior de estructuras subcelulares o com-
partimientos, a un movimiento célula a
célula suficientemente rdpido como para
anticipar la sefializacién de las vias de si-
lenciamiento. Es especialmente frecuente
la dedicacién de proteinas virales a fun-
ciones especificas de proteccion del geno-
ma viral frente a la inactivacién del RNA.
Estos supresores de silenciamiento existen
tanto en virus de RNA (donde el geno-
ma es una diana directa del silenciamien-
to postranscripcional) como en virus de
DNA (que precisan de proteccién en sus
transcritos y evitan modificaciones como
metilaciones excesivas de sus genomas).
Las proteinas que actdan como supresoras
del silenciamiento de RNA (VSR) son a
menudo multifuncionales, y se hipotetiza
que posiblemente adquirieron la actividad
supresora posteriormente a sus otras fun-
ciones conocidas. En otros casos, las pro-
teinas VSR provienen de duplicaciones o
modificaciones de otras proteinas con es-
pecializacién posterior.

Del mismo modo que poseen origenes dis-
tintos, también actdan a muchos niveles
diferentes en la planta e interaccionan
con moléculas de distinta naturaleza para
ejercer su funcién®. Por ejemplo, dificul-
tando el ensamblaje de complejos protei-
cos de la planta, mediante el secuestro de
sus componentes, el bloqueo de los sitios
activos, la generacién de cofactores anta-
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gonistas o la imitacién de moléculas regu-
ladoras que intervienen en la homeostasis
de moléculas defensivas. Gracias a esta
gran diversidad, escoger supresores del si-
lenciamiento de RNA para desempefiar
segiin qué tareas es otro punto a favor de
su uso en biotecnologia.

Las proteinas VSR se usan rutinariamen-
te en expresién transitoria y en organis-
mos transgénicos para permitir y mejorar
la expresion de los genes o transgenes de-
seados. Se siguen multiples estrategias: la
més simple es la cotransformacién de las
construcciones para los genes de interés
junto con otra construccién que contenga
un VSR, usando por ejemplo la proteina
p19 del tombusvirus del enanismo arbus-
tivo del tomate (TBSV) o una proteina
HCPro de potyvirus. También se puede
incorporar directamente el VSR junto
con la protefna de interés en la misma
construccién. En los vectores virales se
suelen conservar las proteinas que actdan
de VSR en la secuencia final del vector,
aunque en ocasiones se prefieren vecto-
res deconstruidos que incorporan VSR
heterélogos.

Otras proteinas virales funcionales

Ademds de las actividades que hemos
mencionado, existen otras actividades
enzimdticas derivadas de virus que pue-
den ser empleadas en biotecnologia. En-
zimas modificadoras de écidos nucleicos
como las nucleasas, helicasas, transcrip-
tasas reversas y polimerasas pueden pro-
ceder de virus, y en ocasiones se dispone
de eficientes sistemas ya comercializados
que tienen una amplia utilizacién. Por
ejemplo, la actividad polimerasa del fago
Phi29 se utiliza de manera rutinaria en
procesos de amplificaciéon de 4cidos nu-
cleicos para secuenciacién masiva. Tam-
bién, las transcriptasas reversas comer-
ciales, que permiten sintetizar DNA a
partir de RNA como un paso esencial
para amplificar por RT-PCR, tienen su
origen en enzimas derivadas de virus ani-
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males. Existe, por lo tanto, la posibilidad
de emplear enzimas derivadas de virus de
plantas con estas y otras funciones. Una
vez mds, el tnico limite es la imaginacién
de los biotecnélogos.
Conclusiones y perspectivas
futuras

Los virus y agentes subvirales en su con-
junto constituyen una caja de herra-
mientas biotecnoldgicas que, como he-
mos visto, aportan funcionalidades de
gran interés y aplicabilidad. Ademds de
los casos mencionados de promotores,
potenciadores de expresién, ribozimas,
proteasas y polimerasas, hay muchos otros
elementos que estan pendientes de ser ca-
racterizados para llegar (eventualmente)
a mis posibles explotaciones pricticas.
Nuestro conocimiento actual continda
incrementdndose, y aparte de la frecuente
descripcién de nuevos virus, incluso en
los géneros mejor estudiados, se siguen
descubriendo novedades, como los meca-
nismos de deslizamiento de la polimerasa
en potyvirus para la expresién de regio-
nes solapantes (PIPO y PISPO) en fases
de lectura diferentes de la poliproteina
viral”. Junto a los cambios de fase de
lectura durante la traduccién, estos siste-
mas resultan frecuentes en los compactos
genomas virales, ya que permiten incre-
mentar la capacidad de codificar genes
diferentes sin aumentar el tamafio, una
peculiaridad deseable que nuevamente
podria aplicarse a fines biotecnolégicos.

La ciencia bésica ha precedido a todos
los avances que hemos descrito, y pode-
mos acabar resaltando su importancia
para los futuros desarrollos tecnoldgicos
en biotecnologia. El estudio de los virus,
viroides y agentes subvirales ha sido, y
es, actualmente, un campo fértil para los
progresos biotecnoldgicos, y podemos te-
ner la certeza de que lo seguira siendo en
el futuro.
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TEV de potyvirus, especifica de corte en un
Proteasa NIa-Pro . POTYVITUS, espect . .
potyvirus heptapéptido conocido. Existen varian-
tes comerciales optimizadas
P19 (tom- Productos multifuncionales con acti-
~ vidad supresora del silenciamiento de
Supresor de busvirus) Numerosos P .
g , RNA. Se coinfiltran frecuentemente en
silenciamiento HCPro virus , - . ,
sistemas de expresién transitoria media-
(potyvirus) da por Agrobacterium tumefaciens

Seleccion de algunos ejemplos de elementos derivados de virus y viroides de plantas con usos biotecnolégicos
(Figura elaborada por los autores).
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Introduccién

El silenciamiento génico inducido por
virus (VIGS, por sus siglas en inglés) es
una tecnologia ampliamente utilizada en
estudios funcionales en los que se desea
reprimir de manera especifica la expresion
de un gen diana mediante el empleo de
genomas virales modificados. Esta técnica
de genética reversa es uno de los métodos
mas usados en el campo de la fitopatologia,
especialmente en especies vegetales en las
que no se dispone de otras herramientas
genéticas. En trabajos pioneros, Kumagai
y col.¥ transfectaron hojas de Nicotiana
benthamiana con un vector viral porta-
dor de secuencias parciales de la enzima
fitoeno desaturasa (PDS), observando una
disminucién de los transcritos del gen
acompafiada por laaparicién de unfenotipo
sistémico de hoja blanca. A partir de este
hito, ha venido incrementdndose paulati-
namente en la literatura cientifica tanto
el nimero de vectores virales disponibles,
como el nimero de especies vegetales en
las que esta técnica posibilita herramientas
de anilisis de la funcién génica’.

El mecanismo que subyace en la tecnolo-
gia VIGS no es otro que el silenciamiento
génico por ARN, un sistema de regulacion
génica conservado en eucariotas que re-
presenta una importante linea de defensa
antiviral. Cuando un virus penetra en el
interior celular, los procesos de replica-
cién y transcripcién viral producen ARN
bicatenario (dsARN) —ya sea como inter-
mediarios de la replicacién, formas con es-

tructura secundaria (hairpins) o, en el caso
de los virus ADN, la formacién de trans-
critos solapantes— que acttia como induc-
tor del silenciamiento génico. Las formas
dsARN son reconocidas por proteinas de
tipo DICER (DCL) del huésped, cortan-
do el dsARN en pequefios ARN primarios
interferentes (siARN) de 21 a 24 nucleé-
tidos. A continuacién, diversas ARN poli-
merasas dependientes de ARN (RDR) uti-
lizan los siARN primarios como cebadores
para la sintesis de dsSARN empleando como
molde un ARN homdlogo, en un proceso
en el que se generan siARN secundarios
y que amplifica el silenciamiento desde el
sitio de infeccién inicial a través del resto
de tejidos vegetales. Los ddplex de siARN
generados por la accién de las DCL son
separados y cargados como cadenas senci-
llas en proteinas ARGONAUTA (AGO)
que, junto con otros cofactores, forman
el complejo de silenciamiento inducido
por ARN (RISC). Estos complejos RISC
actian como efectores del proceso silen-
ciando el ARN o el ADN con similitud
de secuencia a los siARN, ya sea mediante
el corte endonucleolitico de transcritos o
la inhibicién traduccional, en el caso del
silenciamiento génico postranscripcional,
o mediante la represién de la expresién
génica por hipermetilacién del ADN, en
el caso del silenciamiento génico trans-
cripcional®. Este sistema de defensa anti-
viral es el que explota la tecnologia VIGS
mediante la insercion en el genoma viral
de secuencias de un ARNm del huésped
para el que se desea suprimir su funcién.
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El lugar de insercién idéneo en el genoma
viral no es trivial, ya que se ha documen-
tado que, para virus ARN, el lugar 6ptimo
se sitia en regiones proximas a hairpins del
genoma viral, con lo que se consigue la
produccién eficiente de siARN necesarios
para el establecimiento del silenciamiento
sistémico. En el caso de virus ADN, dado
que los dsARN se generan por el anilla-
miento de transcritos sentido y antisenti-
do, el lugar de insercién éptimo se sitia en
las zonas proximas a la convergencia de los
transcritos solapantes.

Sistemas experimentales VIGS

La mayoria de los vectores virales usados
en VIGS derivan de virus ARN de cadena
sencilla, pero también se dispone de nu-
merosos vectores basados en virus ADN,
como el virus del mosaico africano de la
yuca (ACMV). Dentro de la amplia gama
de vectores VIGS disponibles”, el virus
del cascabeleo del tabaco (TRV) presenta
el mas amplio espectro de huéspedes, con
ejemplos en la literatura que abarcan una
gran variedad de angiospermas de interés
agronémico (maiz, algodén), ornamental
(Rosa hybrida) y medicinal (Catharanthus
roseus), asi como plantas modelo como
Arabidopsis thaliana y N. benthamiana. Los

pTRV1

1
2)

pTRV2-Inserto

] ()

Il Transformacién
Agrobacterium

I} Cuttivo liquido

3) Agroinfiltracién
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vectores cominmente usados en dicotile-
déneas no son normalmente efectivos en
monocotiledéneas, aunque los basados en
el TRV y el virus del mosaico del pepino se
han usado con éxito en trigo y maiz. Para
este importante grupo de plantas, se han
empleado vectores derivados del virus del
mosaico del bromo y el virus del mosaico
estriado del centeno (BSMV) en estudios
de genética reversa con VIGS.

Aunque existen diversas técnicas para
introducir los vectores virales en el hués-
ped —bombardeo biolistico, inoculacién de
transcritos o savia infectada, infiltracién
en vacio, etc.—, la mds empleada utiliza
la transformacién mediada por cepas de
Agrobacterium tumefaciens con pldsmidos
Ti portadores del genoma viral. General-
mente se han extraido de estos vectores los
genes responsables de la transmision viral
y determinantes de sintomas, para, de esta
manera, evitar su diseminacién y los sinto-
mas que pudieran enmascarar el fenotipo
del gen endégeno silenciado. En algunos
casos se han eliminado también las pro-
tefnas virales supresoras de silenciamiento
génico, con objeto de que dichas proteinas
no interfieran con el establecimiento del
silenciamiento del gen diana. Un aspec-
to de especial importancia a considerar

RNAZ2+Inserto

6) Expansion sistémica

Tecnologia VIGS mediada por TRV para el silenciamiento en planta de un gen diana (Figura elaborada por el

autor).
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concierne al tamafio del inserto del gen a
silenciar; generalmente suele ser variable
—de unas decenas a 200-700 nucleétidos—,
aunque, dependiendo del vector elegido,
la longitud puede estar limitada debido a
constricciones espaciales de la cdpsida vi-
ral o a la propia inestabilidad del vector
viral®. Ademss, la utilizacién de fragmen-
tos pequefios puede reducir la eficiencia
del silenciamiento génico, mientras que el
empleo de insertos de mayor tamafio pue-
de favorecer la aparicién de fenémenos de
silenciamiento sobre secuencias génicas
no deseadas (off-target). Existen diversos
softwares para facilitar el proceso de se-
lecciéon del inserto idéneo en los ensayos

VIGS, como, por ejemplo, SGN VIGS.

Ejemplos VIGS en interacciones
planta-patégeno

La tecnologia VIGS posibilita el estudio
de la funcién del gen diana sin la nece-
sidad de establecer métodos laboriosos de
transformacién genética estable, de los
que, ademsds, se carece para un gran nd-
mero de especies vegetales. Consecuente-
mente, ha enriquecido numerosos campos
de experimentacién que previamente se
vefan limitados por la carencia de métodos
de estudio de funcién génica”. Entre ellos,
se encuentran aplicaciones en el campo
de la biologia del desarrollo, metabolismo
secundario, interacciones simbidticas, y
uno de especial interés en proteccién de
cultivos como es el de las interacciones
planta-patégeno, al desentrafiar cémo los
patégenos establecen relaciones con su
huésped. Boevink y col. ! utilizaron la tec-
nologfa VIGS para identificar y caracteri-
zar el modo de accion de un nuevo efector
fingico en Phytophtora infestans, el agente
causal del tizén tardio en solanéceas. Esta
molécula efectora facilita la infeccién de
P. infestans mediante la atenuacion de la
expresion de genes de respuesta a patége-
no, como genes regulados por 4cido sali-
cilico y 4cido jasménico. Nuestro grupo
de investigacién de Interacciones mole-
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culares planta/virus/vector, del Centro
de Investigaciones Bioldgicas Margarita
Salas, est4 centrado en el estudio de la in-
teraccion que se establece entre las plantas
y los patégenos virales que las atacan. En
concreto, estamos interesados en la mani-
festacion de necrosis sistémica provocada
por infecciones conjuntas del virus X de
la patata (PVX) y diversos potyvirus. En
nuestro laboratorio determinamos que el
silenciamiento génico inducido por VIGS
de las proteinas quinasas inducidas por
acido salicilico (SIPK) o herida (WIPK)
compromete parcialmente la respuesta de
necrosis sistémica causada por la interac-
cién sinérgica de PVX y el virus Y de la
patata'l. Sin embargo, la disminucién de
muerte celular no trajo aparejada una ma-
yor acumulacién viral en tejido infectado,
lo que sugiere que las cascadas celulares de
quinasas regulan positivamente uno de los
sfntomas m4s graves causados por las inte-
racciones virus-planta.

Consideraciones metodoldgicas en
experimentos VIGS

Una de las principales caracteristicas de la
tecnologia VIGS es que el silenciamiento
del gen endégeno es transitorio en la ma-
yor parte de los casos descritos; ademds, la
intensidad del silenciamiento varia entre
individuos y entre diversos O6rganos, lo
que da como resultado mosaicos donde los
sectores silenciados y no silenciados se pre-
sentan adyacentes en el tejido vegetal. Todo
ello hace que la evaluacién de los fenotipos
resultantes de los ensayos VIGS deba de
ser abordada de una forma metddica, que
conlleva la determinacién de diversos pa-
rdmetros como la frecuencia, eficiencia y
efectividad del silenciamiento, asi como
el comienzo y la duracién del efecto silen-
ciantel’. A esto hay que sumar el hecho de
que la infeccion del vector viral carente de
inserto en algunas especies puede causar
sintomas de enfermedad y una mayor acu-
mulacion del patégeno que la infeccion con
un vector que expresa, por ejemplo, un frag-
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Es de suma
utilidad ordenar
los datos en

un sistema de
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por fenotipos
bien definido,
que permita
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los siARN de
atravesar las
barreras celulares
que separan a

la planta del
patégeno

mento de un gen delator (GFP o GUS). Por
tanto, es recomendable un andlisis compa-
rativo de plantas inoculadas con el vector
portador del gen diana, junto con plantas
no tratadas y plantas inoculadas con el
vector vacio 0 con un vector que porte un
gen delator. De esta manera, se podria
distinguir el fenotipo causado por el silen-
ciamiento del gen de interés del fenotipo
inespecifico resultado de una posible mayor
acumulacién viral. A esto hay que afiadir
la utilidad que supone el empleo en para-
lelo de construcciones que silencien un gen
endégeno de fenotipo facilmente reconoci-
ble, como puede ser el gen PDS o el de la
chalcona sintasa.

Ademis de las observaciones fenotipicas,
la extensién del silenciamiento del gen
de interés debe ser evaluada median-
te técnicas moleculares de deteccion de
ARNmMm, como la RT-PCR, o de proteinas,
como el western blot. De esta manera, se
esperaria obtener una correlacién direc-
ta entre el efecto fenotipico y el nivel de
reduccion en la acumulacién del ARNm
del gen diana. En casos donde el silen-
ciamiento del gen diana fuera mayori-
tariamente a través de una inhibicién
traduccional, los ensayos de acumulacién
de la proteina diana serfan determinantes
en la evaluacién del VIGS.

Dada la naturaleza variable y transito-
ria de los ensayos VIGS, es recomen-
dable llevar a cabo un sélido anilisis
estadistico con los datos obtenidos que
aporte consistencia a las observacio-
nes fenotipicas. A tal efecto, es de
suma utilidad ordenar los datos en un
sistema de clasificaciéon por fenotipos
bien definido, que permita determinar la
intensidad, duracién y localizacién del
silenciamiento en las plantas inoculadas.
Con dicho sistema, es mas facil distinguir
entre los efectos silenciantes en diferen-
tes especies o cultivares, y realizar compa-
raciones del silenciamiento de distintos
genes dianas!’.

Tecnologias relacionadas con VIGS

La posibilidad de manipulacién del hués-
ped utilizando genomas virales ha provo-
cado la aparicién de un creciente niimero
de aplicaciones de la tecnologia VIGS que
van mas alld del estudio de la funcién del
gen diana en la planta. Asi, por ejemplo,
es posible silenciar los genes de un paté-
geno celular mediante la toma, a través de
su huésped, de particulas virales o ARN
portadores del gen de interés. Esta aproxi-
macién se ha denominado silenciamiento
génico inducido por el huésped (HIGS)"
y puede ir dirigida frente a bacterias, hon-
gos, insectos, nemitodos e incluso plantas
pardsitas. Esta aplicacion utiliza la capa-
cidad de los siARN de atravesar, bien en
forma libre o embebidos en vesiculas, las
barreras celulares que separan a la planta
del patégeno, aunque el HIGS también
puede verse desencadenado por la toma de
dsARN. Por ejemplo, el HIGS con BSMV
de tres genes relacionados con la patogeni-
cidad suprimié el fenotipo de enfermedad
causado por el hongo de la roya Puccinia
triticina en trigo. Sin embargo, las aplica-
ciones biotecnoldgicas en proteccién de
cultivos con esta aproximacién, aunque
prometedoras, deben considerar la recipro-
cidad del transporte de los siARN entre
los dos organismos intervinientes. De la
misma forma que las plantas manipuladas
pueden introducir siARN en el patégeno,
los patégenos también pueden hacer llegar
siARN a su huésped, modificando poten-
cialmente su respuesta de defensa.

En los dltimos afios se ha visto incremen-
tada la demanda de diversos productos
bioactivos —vacunas, anticuerpos, anti-
cancerigenos, etc.— obtenidos a partir de
plataformas vegetales!'’.. En este sentido,
el mismo vector viral que se emplea en
VIGS puede utilizarse con pocas modifica-
ciones para la sobreexpresién de proteinas
de interés —una tecnologfa conocida como
VOX-, convirtiéndose asf la planta en un
auténtico biorreactor. El ejemplo pionero

30>>



El mismo
vector viral que
se emplea en
VIGS, puede
utilizarse para la
sobreexpresion
de proteinas

de interés,
convirtiéndose
asi la planta en
un auténtico
biorreactor

Se han empleado
tanto virus ARN
como ADN

para la edicién
gendmica
inducida por

virus (VIGE)

31>>

en este campo lo constituye el virus del
mosaico del tabaco (TMV) que, una vez
introducido mediante agroinfiltracién en
N. benthamiana junto con la proteina su-
presora de silenciamiento P19 del virus del
enanismo arbustivo del tomate, es capaz
de producir hasta 4,8 g/kg de inmunoglo-
bulina G en dos semanas. Otros vectores
virales pueden generar proteinas fordneas
a las que se les han afiadido péptidos sefial,
sitios de escisién o dominios que facilitan
su purificacién, de manera que se obtiene
una amplia variedad de péptidos o protei-
nas de alto interés farmacéutico. Asi, por
ejemplo, en monocotiledéneas se ha uti-
lizado al BSMV como un sistema de so-
breexpresién de proteinas de gran tamafio,
donde el gen de interés se fusiona a una
proteina viral separada por un péptido au-
toproteolitico. Cuando el BSMV entra en
la célula del huésped, la proteina de fusién
se traduce y sufre un autocorte liberando la
proteina de interés.

Diversos sistemas basados en repeticio-
nes palindrémicas cortas, agrupadas y re-
gularmente interespaciadas (CRISPR) vy
proteinas asociadas a CRISPR (Cas) han
revolucionado el campo de la edicién ge-
némica en multiples organismos, inclui-
das las plantas. La mayoria de estrategias
CRISPR-Cas se basan en la transforma-
cién genética empleando A. tumefaciens
para la expresién de nucleasas Cas o el
ARN guia sintético (sgARN). Diversos
vectores virales se han utilizado para la
expresion de los sistemas componentes
del CRISPR-Cas desde que en 2014 se
describié la expresién de sgARN por un
vector de geminivirus en N. benthamiana y
Arabidopsis, una estrategia conocida como
edicion gendémica inducida por virus
(VIGE). Desde entonces, se han emplea-
do tanto virus ARN como ADN para la
edicién génica de precisién en una amplia
variedad de mono y dicotiledéneas, algu-
nas de gran importancia agronémica como
trigo, matfz, arroz, tomate y patatal®.

Tecnologias VIGS enfocadas al estudio funcional planta-patégeno

Dado que el tamafio de la proteina Cas9
excede la capacidad de almacenamiento
de la mayoria de los vectores virales, gene-
ralmente se utilizan lineas transgénicas que
expresan esta proteina, mientras que los
sgARN se introducen mediante expresion
transitoria con vectores virales. La princi-
pal limitacién de esta aproximacién recae
en que la mayorfa de virus son incapaces
de infectar meristemos, dificultando la he-
redabilidad de la edicién génica. Asi, las
plantas editadas requieren procedimientos
de cultivo de tejidos para fijar los cambios
genéticos en su linea germinal. Sin embar-
go, recientemente se ha conseguido sosla-
yar este inconveniente mediante la fusién
al sgARN de un fragmento del ARNm del
locus Flowering T, con lo que el ARNm de
fusion es transferido al meristemo floral de
plantas de Arabidopsis que expresan Cas9
obteniendo semillas editadas'®. La edicién
gendémica con vectores virales que expre-
san diversos sgARN (multiplexing) presenta
numerosas ventajas, especialmente para el
anilisis funcional de familias multigénicas
cuyos miembros actian redundantemente.

En general, son aconsejables las estrategias
no transgénicas de VIGE que no requieren
la integracion en el genoma de algin ele-
mento del sistema CRISPR, dado que aho-
rran tiempo y, ademds, son mds facilmente
aplicables a especies vegetales refractarias
a la transformacién o regeneracién. Es
mas, incluso si se eliminan los componen-
tes transgénicos por retrocruzamientos, las
plantas obtenidas se consideran transgéni-
cas en términos legales. En este sentido,
recientes avances usando diversos vectores
virales que expresan nucleasas Cas de me-
nor tamarfio, como Cas12a, aportan una so-
lucién libre de transgénicos. En definitiva,
la adicién de la edicién genémica basada
en VIGE a la familia de tecnologias rela-
cionadas con VIGS afiade un enorme po-
tencial que soslaya la naturaleza transitoria
y frecuentemente quimérica del VIGS, y
posibilitard al avance de los an4lisis de fun-
cién génica en una era postgendmica.
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Limitaciones de la tecnologia VIGS

La tecnologia VIGS presenta una serie
de desventajas inherentes, algunas de las
cuales ya han sido comentadas. (a) En pri-
mer lugar, en la mayoria de los casos no
se consigue una completa supresién de la
expresion del gen de interés. Aunque esta
tecnologia permite obtener usualmente
una reduccién del 75-90 % en la expre-
sién del gen diana, estos niveles pueden
aln generar una proteina funcional con el
consiguiente fenotipo. (b) Ademss, el fe-
notipo de pérdida de funcién puede quedar
enmascarado debido a redundancia fun-
cional entre miembros de una familia gé-
nica. (c) Por otra parte, el silenciamiento
mediante VIGS no es uniforme, pudiendo
variar en diferentes partes de la planta.
Esta limitacién es méas grave cuando se si-
lencian genes que no producen fenotipos
observables. En estos casos, el uso de los
genes PDS o GFP como sistema delator
visual puede resultar qtil para colegir la
eficiencia del silenciamiento del gen dia-
na en diferentes partes de la planta. (d) A
veces las infecciones del vector viral vacio
por si solas pueden desarrollar sintomas
graves en la planta, lo que puede confun-
dir la bisqueda del fenotipo del gen dia-
na. Aunque la mayorfa de vectores VIGS
son asintomdticos, este problema no pue-
de resolverse de manera satisfactoria en
algunos vectores virales. (e) Incluso tras
una supresion exitosa, las plantas tratadas
pueden volver a recuperar la expresién del
gen diana después de, aproximadamente,
3-4 semanas (transitoriedad). (f) Adema4s,
si no se realiza una seleccion adecuada
de los fragmentos génicos candidatos, la
tecnologia VIGS puede dar lugar a fené-
menos de silenciamiento sobre secuencias
génicas no deseadas (off-target). (g) Las
plantas tratadas con VIGS estdn someti-
das a estrés en su metabolismo y respuestas
defensivas —incluso si se han eliminado del
vector viral las protefnas de virulencia—, lo
que puede dar lugar a drésticos cambios en
su transcriptoma.

Tecnologias VIGS enfocadas al estudio funcional planta-patégeno

Conclusiones

A pesar de las limitaciones arriba mencio-
nadas, la tecnologia VIGS vy sus derivados
gozan de creciente popularidad entre los
patélogos vy, en general, entre los bidlogos
moleculares de plantas. Ha permitido la
comprensiéon de numerosos mecanismos
moleculares y andlisis de funcién génica
en especies para las cuales no existen li-
brerfas de mutantes o faciles protocolos de
transformacién. Ademds de en el campo
de las interacciones planta-patégeno an-
tes mencionado, estas tecnologias se han
aplicado con éxito en biologia del desa-
rrollo, andlisis de metabolitos secundarios
e interacciones simbidticas que incluyen
micorrizas, hongos o rizobios. Su natu-
raleza transitoria, que puede complicar
el andlisis de funcién génica en algunos
casos, redunda en una ventaja cuando se
investigan fenotipos letales, una aproxi-
macién que gana adeptos entre investi-
gadores que trabajan en plantas modelo
como Arabidopsis, N. benthamiana o toma-
te. Ademads, recientes avances extienden
el potencial de VIGS a otras vertientes:
(a) Por ejemplo, en especies en las cuales
la transformacién genética es factible pero
laboriosa, esta tecnologia se emplea como
una herramienta con la que rdpidamente
seleccionar genes candidatos para una fu-
tura obtencién de lineas knockout estables.
(b) Facilita el andlisis genético en culti-
vos lefiosos —kiwi, vid, etc.—, ya que se ha
demostrado que el silenciamiento génico
via VIGS es transferible a través de injer-
to. (c) Las aproximaciones —6micas estan
produciendo una enorme cantidad de da-
tos, y, con frecuencia, la tecnologia VIGS
supone el tnico medio para el andlisis de
genes candidatos de estos ensayos explo-
rativos de protedmica, transcriptémica y
genémica. (d) La tecnologia VIGS combi-
nada con estudios de asociacién de geno-
ma completo (GWAS) permite identificar
los genes responsables de importantes ca-
racteres agrondémicos. (e) Se utilizan con
frecuencia diversas plataformas digitales
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Lo que es
incontrovertible
es que la
utilizacion de la
tecnologia VIGS
ha jugado un
papel esencial en
la investigacion
de la respuesta de
las plantas a sus
patégenos

automatizadas para el anilisis eficiente del
fenotipado obtenido por VIGS.

Se mantienen abiertas algunas preguntas
acerca de los mecanismos moleculares
que subyacen en el VIGS, cuya resolucién
permitiria mejorar la eficacia de la tec-
nologfa y su implementacién en especies
refractarias. En concreto, cémo se genera
la sefial de amplificacién de los siARN, la
caracterizacion de las bases moleculares de
su transporte a larga distancia, y hasta qué
punto puede ser diferente el silenciamien-
to inducido por vectores virales modifica-
dos de la respuesta de defensa inducida por
los virus nativos. Lo que es incontroverti-
ble es que la utilizacién de la tecnologia

NN ISl

VIGS ha jugado un papel esencial en la
investigacion de la respuesta de las plan-
tas a sus patégenos, asi como a otros tipos
de estreses ambientales. En un futuro es
esperable que esta tecnologia llegue a ser
mas popular, si cabe, con el desarrollo de
nuevos vectores en especies modelo y cul-
tivos en los que hasta el momento no es-
tan disponibles. Adem4s, en un momento
en que la secuenciacién exploratoria de
genomas estd proporcionando una gran
cantidad de datos, la tecnologia VIGS
permite el andlisis detallado de conjuntos
de genes candidatos en una investigaciéon
centrada en hipétesis de trabajo.
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... por Soledad Sacristan

...a la Dra. AURORA FRAILE

Aurora Fraile Pérez es profesora titular de la Escuela de Ingenieria Agronémica,
Alimentaria y de Biosistemas (ETSIAAB) e investigadora principal del Centro

de Biotecnologia y Genémica de Plantas (CBGP) de la Universidad Politécnica

de Madrid (UPM). Hasta su jubilacion en julio de 2021, Aurora ha sido parte
fundamental del Grupo de Investigaciéon y Unidad Docente de Patologia Vegetal
de la UPM y del Grupo de Investigacion de Interaccién y coevolucion planta-virus
del CBGP. Socia fundadora de la SEF, fue vocal de su Junta Directiva en el periodo
2000-2004. En esta entrevista, Aurora nos habla de su trayectoria profesional, de
su experiencia como investigadora y profesora, y de cémo ve el desarrollo actual y
futuro de la investigacion y de la docencia en el campo de la Fitopatologia.

Centro de Biotecnologia y Genémica de Plantas (CBGP, UPM-INIA/CSIC)

Departamento de Biotecnologia-Biologia Vegetal

Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronémica, Alimentaria y de Biosistemas
Universidad Politécnica de Madrid (UPM)
Madrid

@ Nos puedes hacer un breve resumen de
tu trayectoria profesional?

Durante todos mis estudios previos a la
universidad (en mis tiempos, Bachillerato y
Preuniversitario), siempre me atrajeron las
materias de ciencias, sobre todo la Biologia y
las Matemdticas. Una vez superado el examen
de acceso a la universidad (Examen de Preu)
me planteé cursar Biologia o Matemaiticas,
pero finalmente me decanté por la carrera
de Ingeniero Agrénomo, que me parecia que
podria proporcionarme una formacién que
conjuntara ambos intereses. Estudié la carrera
en la Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agrénomos de Madrid (ETSIA) en la
especialidad de Fitotecnia, donde tuve la suerte
de tener profesores tan destacados como Alonso
Rodriguez Navarro (Bioquimica) y Eloy Mateo-
Sagasta (Patologia Vegetal). Una vez aprobadas
todas las asignaturas (1975), y mientras preparaba
el proyecto de fin de carrera, solicité entrar

como “meritoria” en la cdtedra de Patologia
Vegetal para ampliar mis conocimientos en ese
campo, y ya no consiguieron echarme. Toda
mi trayectoria profesional se ha desarrollado
en distintos aspectos de la Patologia Vegetal.
Empecé aprendiendo y colaborando en los
diagnésticos que hacian Eloy Mateo-Sagasta
y Angela Alonso de las consultas que llegaban
a la catedra, y comencé mi tesis doctoral sobre
induccién de fitoalexinas por Botrytis cinerea
bajo la direccién de Fernando Garcia-Arenal. El
periodo de doctoranda fue muy formativo, tanto
cientifica como personalmente, y tuve la suerte
de contar con la ayuda y, en muchas ocasiones,
con la amistad de profesores tales como
Francisco Garcfa Olmedo, Gabriel Salcedo,
Cipriano Aragoncillo, José Marfa Malpica y, por
supuesto, Fernando Garcia-Arenal. Con todos
ellos mantuve discusiones muy enriquecedoras
sobre mi trabajo que me ayudaron a desarrollar
mi espiritu critico.
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Una vez defendida mi tesis doctoral (marzo de 1979)
trabajé en el estudio de la resistencia de Botrytis cinerea a
fungicidas, compagindndolo con la docencia de Patologia
Vegetal.

Obtuve la plaza de profesor adjunto numerario en
1982. Aqui tengo que recordar la inestimable ayuda
que me proporcionaron, para preparar mis temas de
oposicién, Ramona Beltrd (bacteridloga del CSIC) y
Dionisio Lépez Abella (virélogo del CSIC).

Desde que obtuve la adjuntia he trabajado, junto
con Fernando Garcia-Arenal, en distintos aspectos de la
Virologia Vegetal.

(Por qué te dedicaste a la Fitopatologia y qué te
llevé a elegir tus lineas concretas de investigacién?

Mi interés por la Patologia Vegetal se desperté en
las clases de Eloy Mateo-Sagasta en quinto de carrera,
pues hasta entonces poco sabfa de la materia. A Mateo-
Sagasta le debo todo lo que sé de hongos fitopatégenos,
que tan util me ha sido en la docencia de la asignatura
de Patologia Vegetal; a él fue al primer fitopatélogo que
of, ya en esos afios, hablar de enfermedades de causa
compleja.

Mis primeras lineas de investigacién (durante mi
tesis doctoral y un periodo posterior)
se centraron en Botrytis cinerea,
primero como inductor de fitoalexinas
y posteriormente estudiando su
resistencia a fungicidas, ya que en
la Catedra de Patologia Vegetal
se  trabajaba  fundamentalmente 3
en hongos. Una vez que Fernando s
Garcia-Arenal regresé de su estancia
postdoctoral en la Universidad Cornell
(Ithaca, NY, EE. UU.) me propuso
colaborar con él abriendo una linea
de Virologia Vegetal en la Cdtedra de
Patologia Vegetal. Esto fue un gran

reto para mi que acepté encantada.

Si te hubieras tenido que dedicar
a otra cosa, ;qué habrias escogido?

Siempre me ha gustado la docencia
y probablemente hubiera sido una
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profesora de instituto en Matemadticas o Biologia. Ya
con 17 aflos empecé a compaginar mis estudios con las
clases particulares (sobre todo de Matemadticas) para
conseguir dinero de bolsillo. En muchos casos disfruté
dando esas clases y tengo que reconocer que consegui
en varias ocasiones buenos progresos en la formacién de
mis alumnos.

{Cuil consideras que ha sido tu mayor logro a lo
largo de tu carrera investigadora, o aquel que te ha
producido mayor satisfacciéon?

Siempre, el encontrar una respuesta plausible a
una pregunta cientifica que te has planteado, es muy
satisfactorio. Desde este razonamiento, el ver publicado
el primer articulo cientifico basado en los resultados de
mi tesis doctoral fue mi primera gran satisfaccion.

En el campo de la Virologia Vegetal, mi mayor

satisfaccion  fue el trabajo que desarrollamos
conjuntamente con los profesores Garcia-Arenal y
Malpica sobre el anilisis de las mutaciones espontdneas
en el gen de la proteina del movimiento del virus del
mosaico del tabaco (TMV). Este trabajo se llevé a cabo
utilizando plantas de tabaco del cultivar Xanthi de cuatro
tipos: las que permiten la infeccién sistémica por TMV

(nn-Xanthi); la linea isogénica NN-Xanthi que, debido
4

!

Sintomas sistémicos de TMV en Nicotiana tabacum (Imagen suministrada por la autora).



a que expresa el gen de resistencia N limita la infeccién
por TMV al punto de infeccién, expresado como lesiones
locales necréticas; y mutantes transgénicos de ambos
genotipos de plantas que expresan constitutivamente la
proteina de movimiento de TMV (plantas nn-MP y NN-
MP). Las plantas de estos cuatro genotipos se inocularon
con dos tipos de clones del virus: el clon completo y
un clon mutado en el gen de la proteina de la cdpsida
(MP562V). Estas herramientas nos permitieron analizar
las mutaciones espontdneas en el gen de la proteina de
movimiento del TMV cuando no estd sujeto a presién
selectiva. Fue un trabajo duro, tanto en el planteamiento
de los experimentos como en las horas y horas de trabajo
de invernadero inoculando plantas y recogiendo lesiones
locales necréticas y en el andlisis de las secuencias
resultantes, pero los resultados obtenidos creo que fueron
una aportacién importante.

En otro orden de cosas, me siento satisfecha de mi
trayectoria porque pienso que, en la mayoria de los casos,
he sido responsable y critica con mi trabajo y he dado, en
cada caso, lo m4s posible de mis capacidades. Ademas,
creo que he sido accesible a becarios y estudiantes
colaboradores para los problemas que se les planteasen.

Has desarrollado un namero considerable de
trabajos de colaboracién, ;c6mo crees que te han
enriquecido?

Por supuesto, todos los trabajos de colaboracién me
han enriquecido muchisimo. Es siempre
positivo contrastar diferentes puntos de
vista y distintas maneras de enfrentar
las preguntas que uno se plantea en la
investigacion.

Yo no hice, por distintas causas, una
estancia postdoctoral en un laboratorio
aunque he mantenido

con

extranjero v,
colaboraciones investigadores
extranjeros, las personas que mds han
influido en mi desarrollo cientifico son

nacionales.

Quiero destacar, s6lo como un ejemplo,
lo enriquecedora que fue la colaboracién
durante afios con el profesor José Maria
Malpica, persona con un enorme espiritu
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critico y una sélida formacién en Estadistica que,
siempre que discutfamos cualquier planteamiento de un
experimento o de un resultado, te obligaba a explorar
todas las alternativas.

(Ha habido alguna figura del mundo de Ila
investigacion que te haya impresionado o marcado
especialmente?

Debo mencionar aqui a Fernando Garcia-Arenal,
con el que he trabajado estrechamente durante todo mi
periodo investigador. Garcia-Arenal es una persona con
una inteligencia poco comun, una memoria infinita y una
grandisima capacidad de anilisis, que me ha ensefiado a
plantear y contestar preguntas cientificas en las fronteras
del conocimiento. Ademads, ha sido capaz de dirigir el
grupo de investigacién con acierto y mano firme, cosa
no siempre sencilla.

Eres profesora titular de Universidad en la
ETSIAAB y has enseniado asignaturas relacionadas
con la Fitopatologia durante muchos afos, ;cé6mo ha
sido compaginar la docencia con la investigacion?

Como consideracién general, creo que la docencia
se ve muy enriquecida si el docente participa también
en tareas de investigacion. Compaginar ambas tareas no
es siempre fécil, sobre todo en las épocas de pricticas
o tutorfas que absorben la mayor parte de las horas

laborables disponibles. En esas épocas hay que dedicar

Aurora Fraile (quinta por la izquierda) con Fernando Garcia-Arenal y José Maria Malpica
(tercero y cuarto por la izquierda) y otros miembros del grupo en el Laboratorio de
Virus de la Escuela Técnica de Ingenieros Agrénomos de Madrid, afio 2006 (/magen
suministrada por Israel Pagan).



parte de las horas no laborables a
estudiar, leer articulos cientificos,
ordenar los datos de laboratorio, etc.
A pesar de ello, creo que el balance
es positivo. En mi caso, la docencia
en Patologia Vegetal me ha obligado
a no perder de vista otros patégenos
aparte de los virus y a mantenerme
al dia en otros campos.

(Qué relacion has tenido con la
SEF y ¢c6mo la valoras?

Cuando comencé mi vida profesional en la
catedra de Patologia Vegetal, me hice socia del Grupo
Especializado en Fitopatologia Microbiana dentro de la
Sociedad Espafiola de Microbiologia (SEM). Cuando,
en septiembre de 1981 se fundé la Sociedad Espafiola
de Fitopatologia, pasé a ser socia fundadora de la misma.
Creo que fue una excelente idea fundar la SEE, que ha
sido capaz de asociar a la mayoria de las personas que
tienen alguna relacién con la Fitopatologia.

Siempre he estado al tanto de las actividades de
la SEE he asistido a la mayoria de los congresos, a
practicamente todas las asambleas (no sélo a las que se
celebran coincidiendo con los congresos) y fui vocal de

la Junta Directiva en el periodo 2000-2004.

(Cémo ves el futuro de la Fitopatologia? ;Cuales
seran los aspectos clave que deberian ser abordados
en el futuro, en general, y en tu area, en particular?

A pesar de que la Fitopatologia tiene cada vez menos
presencia en los planes de estudio de la mayoria de
las carreras de Ingeniero Agrénomo en sus distintas
nomenclaturas, creo que es una disciplina imprescindible
para manejar de manera racional los cultivos. Mi
esperanza es que los responsables de elaborar dichos
planes de estudio se den cuenta de ello antes de que
patégenos como Xylella fastidiosa o el virus del fruto
rugoso marrén del tomate (Tomato brown rugose fruit
virus, ToOBRFV) acaben con cultivos de alto valor. Creo
que la Fitopatologia ya no puede ir enfocada a un tinico
patégeno en un dnico cultivo, sino que se deben tener
en cuenta todos los factores que afectan al desarrollo
de la enfermedad (cultivo, ambiente, poblacién del
patégeno, poblaciones de otros organismos presentes,
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flora presente en el 4rea, etc.)

({Cudles crees que son los
factores que determinan el éxito
de una carrera investigadora?
(Qué consejos darias a los que
empiezan o aspiran a empezar

ahora?

Por

investigadora se debe comenzar

supuesto, la  carrera

porque se tenga interés y curiosidad
en el campo elegido. Hay que tener en cuenta que la
investigacién es una practica bastante rutinaria en el dia
a dia, al menos en el campo de la Fitopatologfa (muchas
horas de muestreo, muchas horas de invernadero, muchos
extractos que hacer, muchas secuencias que analizar,
muchos experimentos fallidos que hay que repetir, etc.).
Esta rutina puede desanimar a los investigadores que se
inician, pero llegar a obtener resultados, analizarlos y
encontrarles una explicacién razonable creo que es una
enorme satisfaccion.

El tnico consejo que darfa a quien quisiera iniciarse
en la investigacién en Fitopatologia (y me imagino que
puede ser vélido para otras disciplinas) es que tengan una
base s6lida en la materia, es decir, que se estudien, como
primer paso, los libros de texto referidos, no a su objetivo
concreto, sino a la materia en general y, por supuesto,
también algin libro de texto de Estadistica. Creo que es
utilisimo tener una visién general de la materia en la que
se encuadra nuestra investigacion.

{Cudles son, en tu nueva etapa, tus principales
actividades? ;Mantienes alguna relacién con el
mundo de la Fitopatologia?

Hace un afio que me jubilé y atin no tengo mi vida
nueva totalmente organizada, sobre todo porque tengo
tres niet@s que demandan mucha atencién. Mi idea es
dedicarme a viajar, a ver museos, cine y teatro que no
he podido disfrutar durante los afios de vida profesional.
Aunque cuando me jubilé tenia claro que esta es una
nueva etapa en mi vida, sigo manteniendo relacién
con el laboratorio de Interaccién y coevolucién planta-
virus que dirige Fernando Garcia-Arenal en el Centro
de Biotecnologia y Genémica de Plantas (CBGP) y
suelo estar disponible cuando me piden ayuda para



>> Entrevista a la Dra. Aurora Fraile Pérez

discutir resultados, hacer algin
experimento o salir al campo a
muestrear, cosa que siempre me ha
gustado. Por supuesto, ya no estudio
con detenimiento los articulos
cientificos relacionados con lo que
fue mi 4mbito de investigacion. Sin
embargo, intento no desligarme
del todo de lo que fue mi carrera
investigadora y sigo pendiente de
lo que se publica en esos campos,
sobre todo por lo que se refiere a
revisiones cientificas; no se pueden
borrar de un plumazo los intereses
de 40 afios de trabajo.

({Qué aspectos aforas mas de tu
actividad profesional anterior?

Lo que mds afioro de mi
actividad profesional anterior son
las discusiones en las reuniones
semanales de laboratorio, en algunos casos tormentosas,
pero siempre muy formativas. Afioro también las
discusiones cientificas con los colaboradores en las
distintas lineas de trabajo y la accesibilidad de los jefes
e investigadores de otros laboratorios del CBGP para

resolver dudas, prestar material, etc.

Mirando en retrospectiva, ;qué te ha aportado a

Cogiendo muestras de campo con Israel Pagan, afio 2017 (Imagen
suministrada por Israel Pagan).
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Aurora Fraile (segunda por la izquierda) con Antolin Lépez, Fernando Garcia-Arenal, Israel
Pagén, Marfa Angeles Ayllén y Soledad Sacristan en el Centro de Biotecnologia y Genémica de
Plantas (CBGP), afio 2013 (Imagen suministrada por Israel Pagan).

nivel personal tu actividad profesional?

Soy una persona que nunca he aceptado los dogmas,
ni siquiera en mi adolescencia, y mi actividad profesional
me ha aportado herramientas para rebatir muchos de
esos dogmas. Por otro lado, me ha abierto la mente,
permitiéndome considerar y respetar puntos de vista
distintos a los mios, sustentados por un razonamiento
l6gico. En resumen, mi actividad profesional me ha
abierto la mente y ha desarrollado mi capacidad de
razonamiento y de contraste de pareceres, no sélo en
lo que se refiere a la investigacién sino también en mi
vida en general.

Finalmente, mi actividad profesional me ha aportado
grandisim@s amig@s con 1@s que sigo manteniendo una
estrecha relacion.

Muchas gracias, Aurora, por atender nuestra
invitacion y contestar a nuestras preguntas.

Te deseamos todo lo mejor en esta nueva etapa de
tu vida.



39>>

| o

Modo de accion del fluopiram en nematodos

fitoparasitos

LEE ROBERTSON

Grupo de Nematologia

Dpto. Proteccién Vegetal. Instituto Nacional de Investigacién y Tecnologia Agraria y

Alimentaria- Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (INIA-CSIC)

Madrid

Schleker, A. S. S, Rist, M., Matera, C., Damijonaitis, A., Collienne, U., Matsuoka, K.,
Habash, S. S., Twelker K., Gutbrod, O., Saalwichter, C., Windau, M., Matthiesen, S.,
Stefanovska, T., Scharwey, M., Marx, M. T., Geibel , S. & Grundler , E M. W.

Scientific Reports 12: 11954.
Publicado el 13 de julio de 2022

os nematodos fitoparasitos son plagas muy

dafiinas para la agricultura mundial ya que
causan grandes perjuicios. Es dificil estimar el
coste econémico, pero se considera que tanto
las pérdidas de rendimiento, como los costes
necesarios para controlar los nematodos con
productos fitosanitarios, superan los 100000
millones de délares estadounidenses.

En los dltimos afios, las investigaciones se han
centrado en la bisqueda de compuestos mas
selectivos, potencialmente menos dafiinos
para los organismos no diana y ecosostenibles
con el medio ambiente. Recientemente, se ha
descubierto que el fungicida fluopiram, que
inhibe la succinato deshidrogenasa (SDH)
en el complejo mitocondrial II de la cadena
respiratoria aerébica de los hongos, impide
la eclosiéon de los huevos en el nematodo
formador de agallas Meloidogyne incognita, asi
como en los nematodos formadores de quistes
Heterodera glycines y Heterodera schachtii.

Especificamente, el articulo describe con
detalle el impacto del fungicida en los

nematodos M. incognita y M. javanica, y
H. schachtii, demostrando claras diferencias
en la sensibilidad de los dos géneros hacia
el producto. El fluopiram paralizé a una
determinada concentracién, el 50% de los
nematodos analizados; sin embargo, para
H. schachtii se requirieron dosis mayores.
Paralelamente, se observé que dicha parélisis
era reversible en un 50% de la poblacion
ensayada de M. incognita ]2 recuperandose del
pretratamiento con fluopiram, y en un 100 %
en el caso de H. schachtii, provocando, ademas,
ciertas diferencias en el proceso de infeccién y
desarrollo de los nematodos.

Por otro lado, la investigacion también mostrd
que el fluopiram altera la biosintesis de ATP
en los nematodos ensayados, y la homologia
de secuencias de proteinas SHD indicé
que la selectividad entre Heterodera spp. y
Meloidogyne spp. podria deberse a alteraciones
en la union de ligandos causadas por la
posesién del aminodcido alanina dentro de
una de las cuatro subunidades (SDHC), que


mailto:robertson.lee@inia.csic.es
https://www.nature.com/articles/s41598-022-15782-7
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ocupa una posicién crucial para la interaccién
del fluopiram con su receptor. Es probable que
esta diferencia a nivel genético suponga que
H. schachtii sea menos sensible al compuesto,
tal y como lo validaron los estudios de
mutantes de Caenorhabditis elegans.

Hay pocos ingredientes activos en el control
de nematodos patégenos, por lo que el uso

de este producto abre una linea molecular de
investigacién sobre el mecanismo de actuacién
de productos similares sobre el metabolismo de
los nematodos, muchos de los cuales forman
parte del grupo de organismos de cuarentena
en Europa.

Dos proteinas especificas de los apresorios de
Magnaporthe (MAS), MoMas3 y MoMas5, son
necesarias para suprimir la inmunidad innata del
huésped y promover el crecimiento biotréfico en

las células de arroz

JorRGE Povepa'?

nstitute for Multidisciplinary Research in Applied Biology (IMAB)

Universidad Piblica de Navarra

’Centro de Investigacio de Montanha (CIMO)

Instituto Politécnico de Braganca- Portugal

Gong, Z., Ning, N., Li, Z., Xie, X., Wilson, R. A. & Liu, W.

Molecular Plant Pathology 23: 1290-1302.
Publicado el 8 de mayo de 2022

Magnaporthe oryzae (sin.  Pyricularia
oryzae) es un hongo ascomiceto
patégeno hemibiotrofo vegetal de diversos
cultivos. Aunque puede infectar trigo y mijo,
su verdadera importancia econémica radica en
su capacidad para infectar al arroz, provocando
la enfermedad m4s devastadora de su cultivo,
el tizén del arroz. Esta enfermedad da lugar a
pérdidas anuales en el cultivo de entre el 10
y el 30% , lo que supone el alimento para 60
millones de personas durante todo un afio.

Para penetrar los tejidos  vegetales,
M. oryzae forma apresorios en sus hifas. Hasta
el momento se han descrito varias proteinas
especificas de estos apresorios, codificadas por
los genes MoGASI, MoGAS2 y de MoMAS3
a MoMASG6. Los dos primeros genes ya han
sido descritos como factores de virulencia
necesarios para llevar a cabo la infeccién, sin
embargo, se desconoce la funcién de los otros

cuatro genes (MoMAS3-MoMASH).


mailto:jorge.poveda@unavarra.es
https://bsppjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/mpp.13226
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El anilisis transcriptémico determiné cémo
estos cuatro genes se expresan de forma
especifica en los apresorios y en los primeros
instantes de la infeccién. Tras el silenciamiento
de los cuatro genes en cuatro mutantes
diferentes (AMomas3, AMomas4, AMomas5
y AMomas6) se determiné que la pérdida de
ninguno de estos genes afectaba la correcta
formacién del apresorio o el crecimiento
vegetativo de M. oryzae. Sin embargo, la
virulencia de los mutantes AMomas3 vy
AMomas5 se reducia de forma significativa.
Ambas cepas silenciadas eran capaces de
infectar la primera célula de la epidermis de
las hojas de arroz, pero no continuaban con
normalidad el proceso infectivo, lo que podria
suponer la posible pérdida de su capacidad
biotréfica. Ademds, en ausencia de ambos

genes, la planta acumula celularmente, en
respuesta a la infeccién, especies reactivas
de oxigeno (ROS) que activan su respuesta
defensiva. Sin embargo, en plantas incapaces
de producir ROS, ambas cepas mutantes
infectan de forma efectiva las hojas de arroz.
Por lo tanto, las proteinas MoMas3 y MoMas5
estdn implicadas en la supresion de las
respuestas defensivas vegetales, permitiendo
el desarrollo del patégeno como biotrofo.

En resumen, el trabajo describe la importancia
de dos proteinas en la capacidad infectiva
de M. oryzae mediante la supresién de las
respuestas defensivas vegetales. Esto supone
un importante avance en el conocimiento de
la biologia del hongo y en la descripcién de
nuevas dianas para el disefio de herramientas
efectivas de control de la enfermedad.

Volverse viral: Agentes de control bioldgico
basados en virus para la proteccion vegetal

INMACULADA FERRIOL SAFONT

Instituto de Ciencias Agrarias (ICA-CSIC)
Madrid

Wagemans, J., Holtappels, D., Vainio, E., Rabiey, M., Marzachi, C., Herrero, S., Ravanbakhsh,
M., Tebbe, C. C., Ogliastro, M., Ayllén, M. A. & Turina, M.

Annu. Rev. Phytopathol. 26: 21-42.

Agosto de 2022 - Publicado como Review in Advance el 17 de marzo de 2022

os estreses bidticos mds importantes para

los cultivos son aquellos causados por
hongos, oomicetos, insectos, virus y bacterias,
siendo el control quimico uno de los métodos
frecuentemente utilizados para su control.
Sin embargo, factores como el desarrollo de
resistencias en los patégenos/plaga, el posible
dafio a los ecosistemas naturales, la toxicidad
de los residuos en el campo y la contaminacién

del medio ambiente han estimulado la
bisqueda de alternativas mds seguras como el
uso de agentes de control biolégico (biological
control agents, BCA).

En este trabajo se revisa cudl es el estado del
arte del uso de virus como agentes de control
biolégico contra hongos, bacterias, virus
e insectos, poniendo atencién en aquellos


mailto:iferriol@ica.csic.es
https://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev-phyto-021621-114208?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&rfr_dat=cr_pub++0pubmed
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criterios que deben tener los BCA, como
son especificidad, eficacia, persistencia y
bioseguridad. Y enfocindose no sélo en el
papel biocida del virus sino también en las
complejas interacciones ecoldgicas entre
los virus y sus hospedadores. Existe una
gran biodiversidad de virus que pueden ser
utilizados como BCA de control biolégico
contra bacterias fitopatégenas (bacteriéfagos),
hongos/oomicetos (micovirus), insectos plaga
e insectos vectores (entomovirus) y virus de
plantas (proteccion cruzada).

Aunque existe un gran potencial en el uso
de virus de bacterias o bacteriéfagos como
BCA, tan sélo hay un ndmero limitado de
biobactericidas basados en bacteridfagos en
el mercado. Ademsds, la monitorizacién de
las poblaciones bacterianas después de que
el producto sea aplicado, la especificidad con
el hospedador, el efecto en otros organismos
que no sean diana y el riesgo de desarrollar
resistencias bacterianas son puntos a tener
en cuenta en el desarrollo y aplicacién
de bacteriéfagos como BCA. El uso de
bacteriéfagos en combinacién con otras
estrategias de control, la nanotecnologia y
el uso de multiples fagos son algunas de las
aproximaciones que se estan utilizando para
reducir el desarrollo de resistencias.

Los micovirus han sido utilizados como
BCA empleando diferentes estrategias. Un
caso exitoso de hipovirulencia es el del virus
Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) contra
su hospedador, el hongo Cryphonectria
parasitica causante del tizén del castafio. Los
micovirus también pueden cambiar el estilo
de vida del hongo hospedador de patégeno
a endofito. Y, en el caso de micovirus que no
causan hipovirulencia, se plantea el uso del

silenciamiento génico inducido, virus-induced
gene silencing (VIGS), mediante la insercién
de un gen diana del huésped en el genoma
viral del micovirus (clon infeccioso).

Dentro de la clasificacion de virus
entomopatégenos encontramos baculovirus,
cipovirus, densovirus, entomopoxvirus vy
picornavirus que infectan insectos. Pero
no todos estos virus tienen potencial como
BCA. Los baculovirus han sido mayormente
caracterizados y utilizados con éxito en
insectos de los érdenes Lepidoptera, Diptera
y Coleoptera y, ademsds, existen diferentes
productos  comerciales mayoritariamente
para Lepidoptera. Los densovirus podrian ser
también buenos candidatos, ya que el pequefio
tamafio de su genoma de ADN favorece
su manipulacién genética y su produccién.
También es importante entender cémo el
viroma de los insectos puede influir en las
interacciones con su planta huésped. Otra
alternativa es manipular genéticamente los
virus de insectos para la expresion de ARN
interferente (ARNi) que tenga como diana
un gen del hospedador.

Por dltimo, los virus de plantas atenuados
también han sido utilizados como BCA al ser
preinoculados en el hospedador y proteger
de una segunda infeccién de un aislado mas
virulento del mismo virus.

En resumen, existen diferentes ejemplos del
uso de virus como BCA para limitar el impacto
de los patégenos y plagas en los cultivos, pero
todavia persiste la necesidad de entender el
efecto en sus hospedadores y en organismos
que no sean diana, asi como tener una mayor
aceptacion social.
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Por SoLeDAD SAcRISTAN y Nieves CAPOTE

Identificado un nuevo vector de Xylella fastidiosa

| hemiptero Neophilaenus lineatus

ha sido confirmado como vector
de Xylella fastidiosa al encontrarse una
docena de individuos infectados en los
muestreos de 2021 en la Comunidad
Valenciana. Asf, esta especie se une a
Philaenus spumarius y N. campestris, los
otros dos vectores capaces de transmitir
la bacteria descritos hasta hora, todos de
la familia Aphrophoridae.

Neophilaenus lineatus (Fuente: Walwyn;
CC BY-NC-SA 2.0).

Investigadores del IVIA y de la Universitat de
Valéncia identifican bacterias antagonistas para el
control del fuego bacteriano

| estudio, publicado en

la revista Environmental
Microbiology Reports,
muestran la actividad de
varios aislados bacterianos
como agentes de
biocontrol.

Fuego bacteriano (Imagen: Ken Johnson; Oregon State University, 2014; CC BY-SA 2.0).
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>> FUE NOTICIA en 2022

La SEF ya tiene canal YouTube

Se puede acceder desde la web de la SEF haciendo click en el enlace correspondiente en la
parte superior, junto a los enlaces a nuestras redes sociales. Los primeros contenidos, tras
obtener los permisos para su publicacion por parte de los ponentes, son el de la Jornada del 40
Aniversario de nuestra sociedad y el de la Jornada de Bioseguridad y Biocontencion en laboratorios
de Sanidad Vegetal. Esperamos que os agraden, y seguir nutriendo el canal con nuevos contenidos
proximamente.
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Celebrado el encuentro internacional Phytoma:
“Nuevo escenario de la sanidad en el olivar”

[ Encuentro Internacional Phytoma “Nuevo escenario de la sanidad en el olivar: estrategias
de control y servicios ecosistémicos” abordo los principales avances y retos fitosanitarios del
olivar. Tuvo lugar el 9y 10 de noviembre de 2022 en el Auditorio de Dcoop en Antequera, Malaga.
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>> FUE NOTICIA en 2022

Sanidad Vegetal nombra a Valgenetics laboratorio
designado para analisis fitosanitarios

La empresa de bio-
tecnologia ha sido
reconocida una vez mas
por Sanidad Vegetal
para realizar andlisis de
organismos presentes y
de cuarentena para la
exportacion de material
vegetal.

(Fuente: Valgenetics S.L., 2022)

Celebrado con éxito el XX Congreso de la Sociedad
Espanola de Fitopatologia

Del 24 al 26 de octubre de 2022 tuvo lugar la celebracion del XX Congreso de la SEF en el
campus de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV). El Congreso conté con un total de 359
asistentes. Se impartieron numerosas ponencias plenarias e invitadas y se realizaron nueve sesiones
simultaneas en diferentes temas (Deteccion y Diagnosis, Gestion de Enfermedades, Epidemiologia e
Interaccion Planta-Patdgeno) que sumaron un total de 66 presentaciones orales. Todo ello, unido a
la presentacion de 250 poésteres, constituyd un hito en la celebracion de los Congresos de nuestra
Sociedad.

Mas informacién en la seccion correspondiente.

Valéncia, 24-26 octubre 2022
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SIS
OCTORALES

— R

9 Implicacion de genes de
Pseudomonas simiae PICF7

en endofitismo, control
biolégico y promocion del

) Advances towards crecimiento vegetal

integrated management
of fungal grapevine trunk
diseases

e Doctoranda: Nuria M?
Montes Osuna.

e Directores: Dr. Jesus Mercado
Blanco y Dra. Carmen Gémez-
Lama Cabanas. Departamento
de Proteccion de Cultivos,

e Doctoranda: Maria del
Pilar Martinez Diz (Estacion
de Viticultura e Enoloxia de

. Instituto de Agricultura
Gal AGACAL-EVEGA). : :
aicia, : Sostenible (IAS), Agencia

e Directores: Dra. Emilia Diaz Ectatal C oS or d
Losada (AGACAL-EVEGA) y Dr. | o ? ONs€lo CF‘petf]'fr -
David Gramaje Pérez (Instituto rvestigaciones Lientiticas

de Ciencias de la Vid y del EI_C?C)_' Dr. Francisco Javi
Vino, ICVV). utor: Dr. Francisco Javier

e Fechay lugar de lectura: Lépez Escudero (Universidad

26 de octubre de 2020; de Cérdoba, UCO).

videoconferencia por Teams Fecha y lugar de lectura:
' 2 de marzo de 2022. Salon

de Actos del Instituto Andaluz
de Investigacion y Formacion
Agraria, Pesquera, Alimentaria
y de la Produccion Ecolégica
(IFAPA), Finca Alameda del
Obispo, Cérdoba.

Effect of light on nectarine-
Monilinia spp. interaction
and analysis of fungal and
fruit responses during

M. laxa infection

e Doctoranda: Marta Balsells 9 Diversidad de Castanea
Llaurado. sativa Mill. en base a

Directores: Dra. Rosario marcadores genéticos
Torres Sanchis y Dr. Josep Usall relacionados con el estrés
iRodic) hidrico y la tolerancia a
Fechay lugar de lectura: Phytophthora cinnamomi
29 de marzo de 2022. Rands

Escuela Técnica Superior de
Ingenieria Agraria (ETSEA) de
la Universidad de Lleida (UdL).

e Doctorando: Francisco
Alcaide Romero.

e Directores: M.2 Angela
Martin Cuevas (Universidad
de Coérdoba) y Alejandro
Solla Hach (Universidad de
Extremadura).

e Fechay lugar de lectura:

1 de abril de 2022.
Universidad de Extremadura.
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>> TESIS DOCTORALES

9 Impacto de la edicién de
EIF4E sobre la resistencia Novel insights of viroid
a virus y la fertilidad en biology and host responses
plantas de melén to their infection

Doctorando: Joan Marquez
Molins (Institute for Integrative

e Doctorando: Giuliano Sting
Pechar (Centro de Edafologia

y Biologia Aplicada del Segura, Systems Biology, 12SysBio).
CEBAS-CSIC, y Universidad de Directores: Gustavo Gomez,
Murcia). Vicente Pallas y José Antonio
e Directores: Prof. Miguel Navarro Bohigues.
Angel Aranda Régules, Fechay lugar de lectura:
Dra. Livia Donaire Segarra, 16 de mayo de 2022. Salon
Dr. Roque Carlos Garcia- de actos del I?SysBio. Paterna,
Almoddvar (CEBAS-CSIC). Valencia.

e Fechay lugar de lectura: 11
de mayo de 2022. Universidad
de Murcia.

Transcriptomics
technologies and their

S : . . potential for pine pitch
Implicaciones de las infecciones mixtas

: canker management
de dos cepas de un virus de plantas en su
epidemiologia, evolucion e interaccion con el e Doctoranda: Cristina
huésped Zamora Ballesteros (Instituto

o : Universitario de Investigacion
e Doctoranda: Cristina Alcaide Cabello (Centro de en Gestion Forestal Sostenible

Edafologia y Biologia Aplicada del Segura, CEBAS- iUFOR, y Universidad de

C.SIC). : , , Valladolid).
Directores: Miguel Angel Aranda Régules y Pedro e Director: Dr. Julio J. Diez

Casero (iuFOR y la Universidad

Gomez Lopez.
Fechay lugar de lectura: de Valladolid).
20 de mayo de 2022. .

CEBAS-CSIC. 10 de junio de 2022. Campus
“La Yutera”, Palencia.

Fechay lugar de lectura:

9 Caracterizacion funcional de una colecciéon de
germoplasma de olivo silvestre para la mejora
del olivar

e Doctorando: Pablo Diaz Rueda

e Directores: Dr. José Manuel Colmenero Flores
(Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de
Sevilla, IRNAS-CSIC) y Dra. Maria Nieves Capote
Mainez (IFAPA “Las Torres"”).

e Fechay lugar de lectura: 15 de julio de 2022.
Facultad Biologia, Universidad de Sevilla.

B
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XVI Congreso de la Union Mediterranea de

Fitopatologia MPU2022

Del 4 al 8 de abril de 2022
Limassol, Chipre

MANUEL ANGUITA MAESO y BLANCA B. LANDA DEL CASTILLO
Instituto de Agricultura Sostenible (IAS-CSIC). Cérdoba

L4
yMPU 4 g MPU2022
4 MEDITERRAMNEAN \ CYPRUS
PHYTOPATHOLOGICAL g

UNION

Fotos de ponentes durante el congreso, facilitadas por los autores.

1 XVI Congreso de la Unién Mediterra-

nea de Fitopatologia (MPU2022) tuvo
lugar en Limassol, Chipre, del 4 al 8 de abril
de 2022. Un total de 130 participantes, pro-
cedentes tanto de paifses europeos como ex-
tracomunitarios, celebraron el 60 aniversario
de la MPU y los 62 afios de la publicacién de
Phytopathologia Mediterranea como revista de
patologia vegetal de primer nivel. Este even-
to sirvié para mostrar el importante papel que
juega la agricultura mediterrdnea y la fitopato-
logfa en la salvaguarda de los alimentos vy las
tradiciones de la dieta mediterrdnea y la segu-
ridad alimentaria para todo el planeta.

El Congreso MPU2022, que tuvo como lema
“Salvaguardando la Sanidad Vegetal Medi-
terrdnea”, promovié la difusién de los dlti-
mos avances cientificos, y facilit6 el didlogo
y la colaboracién entre investigadores
interesados en todos los aspectos de la
Fitopatologia. Esta conferencia tam-
bién abordé perspectivas mds amplias en
campos cientificos no explorados previa-
mente con tanta extensién en los con-
gresos de la MPU, incluidos los estreses
abidticos, los biopesticidas, la patologia
forestal, la agricultura digital, la igual-
dad de género en la investigacion, la fi-
nanciacién cientifica, y la ensefianza y
el desarrollo profesional en fitopatologia
junto con una sesioén especial conjunta-

mente con la Sociedad Arabe de Proteccién
Vegetal.

Ademds, se llevaron a cabo sesiones plena-
rias, simultdneas y de paneles sobre temas
clave como andlisis genémicos de patégenos;
patégenos emergentes invasivos; manejo inte-
grado de enfermedades; seguridad alimentaria;
nuevas herramientas en diagndstico y gestiéon
de enfermedades; interacciones moleculares
patégeno-huésped; impacto del cambio cli-
matico; biocontrol, compuestos naturales y
estimulantes vegetales; epidemiologia y mo-
delizacion; y papel del microbioma en sanidad
vegetal. Esta conferencia también tuvo una
sesién sobre estrés abidtico y, en particular, es-
trés por sequia y salinidad, asi como métodos
para mitigarlos.

Los trabajos presentados en el Congreso as-
cendieron a 83 presentaciones orales, inclui-
das 15 presentaciones invitadas de cientificos
de relevancia internacional, y 63 presentacio-

nes en formato panel, y que cubrieron todas
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las dreas de la patologia vegetal.
Entre estas presentaciones, dos es-
tudiantes de doctorado espafioles
recibieron premios a la mejor pre-
sentacién oral. El trabajo titulado
“Modelling the airborne inoculum
of Polystigma amygdalinum, which
causes red leaf blotch of almond in
Catalonia, Spain” presentado por
Gemma Pons-Solé del IRTA (Ins-
tituto de Investigacién y Tecnolo-
gfa Alimentarias) y el trabajo titu-
lado “Modelling potential climatic
suitability for olive vascular
diseases in southern Spain”, pre-
sentado por Luis Felipe Arias-
Giraldo del IAS (Instituto de Agri-

cultura Sostenible), recibieron el
2.°y 3. premio respectivamente.

La participacién en esta conferencia contribu-

y6 al fructifero intercambio de ideas cientifi-
cas y ayudo a forjar nuevas amistades y futuras
colaboraciones que, junto a la experiencia vi-
vida en la ciudad, resulté ser cientificamente
gratificante, muy agradable y verdaderamente
inolvidable.

III Reunion Nacional de la Red Nacional de
Virologia de Plantas RENAVIPLANT

Del 25 al 27 de mayo de 2022
Murcia

PeprO GOMEZ LOPEZ

Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CEBAS-CSIC). Murcia

RENAVIPLANT

L DE VIRUS DE PLANTAS

RED NACIONA

ste aflo 2022 tuvo lugar la
[II Reunién Nacional de
Virus de Plantas (RENAVI-
PLANT) entre los dfas 25 a 27
de mayo en el Museo de Ar-
queologia de Murcia (MAM)

gracias a la financiacién re-

cibida por el Ministerio de
Ciencia, Innovacién y Universidades (Ref:
RED2018-102703-T) de la Agencia Estatal
de Investigacién, dentro del programa Ac-
ciones de dinamizacién «Redes de Investi-
gacién», y a patrocinadores como la empresa
Agrenvec SL.

El evento fue coordinado por Pedro Gémez,
doctor en Patologia Vegetal y Cientifico Titu-
lar del Centro de Edafologia y Biologia Apli-
cada del Segura (CEBAS)-CSIC, con el apo-
yo de los miembros del Comité Cientifico y
colaboradores en la organizacién.

Esta iniciativa tuvo su arranque en Alicante
en 2003 y, con un notable incremento de par-
ticipantes, la Red Nacional de Virus de Plan-
tas estd actualmente formada por 14 grupos
con mds de 55 investigadores en plantilla per-
tenecientes a distintos OPIs y universidades
de Espafia. Asf pues, en esta tercera edicién
se reunieron en torno a un centenar de inves-
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RENAVIPLANT

1ll REUNION DE LA RED NACIONAL DE
VIROLOGIA DE PLANTAS

MURCIA - 2021
www.renaviplant.com

tigadores nacionales, trabajando en distintos
aspectos de la virologia de plantas, junto a
la presencia y participacién de investigado-
res internacionales, como el Dr. Sébastien
Massart (Universidad de Lieja, Bélgica) y la
Dra. Rosa Lozano-Durin (Universidad de
Tubinga, Alemania).

El objetivo de esta reunién presencial fue faci-
litar el contacto entre el mayor nimero de in-
vestigadores espafioles, compartir novedades
con los proyectos de investigacién en marcha
y estimular la comunicacién entre los grupos,
consolidando y creando nuevas relaciones de
colaboracién dentro de los grupos nacionales
y con otros grupos internacionales que permi-
tan un avance en el conocimiento en la viro-
logia de plantas. Para ello, la reunién conté

(Foto oficial de los participantes al congreso, facilitada por el autor, Pedro Gémez).

con un programa cientifico que comprendia
seis sesiones temdticas:

- Deteccion de virus y Epidemiologia

- Ecologia y evolucién de virus

- Fuentes de resistencia viral

- Interacciones moleculares planta/virus/vector
- Control y mejora de virus de plantas

- Biotecnologia basada en virus

Cada sesién estaba formada por una charla
plenaria y sus correspondientes charlas espe-
cificas, habiéndose presentado un total de 62
comunicaciones (36 orales y 26 pdsteres).

Toda la informacién detallada acerca del pro-
grama, libro de restimenes de la reunién y par-
ticipantes estdn disponibles en la pigina web
de la Red Nacional de Virus de plantas.

Cabe destacar que se trata de una de las prime-
ras reuniones postpandemia, que ha permitido
restaurar las relaciones interpersonales entre
investigadores, estudiantes y grupos, facili-
tando una mayor comunicacién del conoci-
miento y el establecimiento de colaboraciones
entre grupos. Asi que, con el incremento en
participantes, colaboraciones establecidas y
excelente nivel de las comunicaciones cien-
tificas presentadas, se considera muy oportu-
no poder continuar con nuevas ediciones a
corto-medio plazo.

15% International Symposium of Plant Virus

Epidemiology ISPVE

Del 5 al 8 de junio de 2022
Madrid

15™ ISPYE-MADRID 2022
International Sympaosium of
Plant Virus Epidemiology

ARANZAZU MORENO LozANO
Instituto de Ciencias Agrarias (ICA-CSIC)

CSic

Después de m4s de dos afios sin reuniones
presenciales, la decimoquinta edicién del
Congreso Internacional de Epidemiologia de
Virus de Plantas (15" International Symposium

of Plant Virus Epidemiology; ISPVE) tuvo lu-

gar del 5 al 8 de junio de 2022, en el campus
central del Consejo Superior de Investigacio-
nes Cientificas (CSIC) en Madrid. El ISPVE
cuenta con mas de 40 afios de existencia, y su
actual presidente es William Wintermantel
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ISPP=

“Epidemiology and Management of Plant Viruses under a Changing Climate™

15" ISPVE Madrid 2022

International Symposium of Plant

Virus Epidemiclogy

\9 [ o-u.s- [PPREAN K ofl  ymena

(USDA, Salinas, California,
EE. UU.).

CSIC

La organizacién del even-
to fue coordinada por el Dr.
Macd, Spain, $4% June, 2022 Alberto Fereres, profesor de
investigacion del Grupo de
Insectos Patégenos de Plan-
tas, del Instituto de Cien-
cias Agrarias del CSIC, que
conté con la colaboracién
del resto del comité de orga-
nizacién y el comité cienti-
fico, en los que participaron
otros socios de la SEF como
los Dres. Aranzazu Moreno,
Inmaculada Ferriol y Fernan-
do Garcia-Arenal.

El ISPVE 2022 conté con la
participacién de un total de 152 congresistas,

procedentes tanto de instituciones de investi-
gacién publicas como empresas privadas de los
cinco continentes, siendo, aproximadamente
el 27 % de las inscripciones, de estudiantes.

El enfoque de la reunién en la edicién de este
afio fue ampliar el alcance de la epidemiolo-
gia de virus de plantas a otras enfermedades
transmitidas por vectores (por ejemplo, enfer-
medades bacterianas) y reunir a personas que
trabajan en diagndstico, vigilancia y modeli-

Foto oficial de los participantes al congreso, facilitada por la autora.

= IN I

zacion, ecologia y evolucién, interacciones
virus-vector y manejo de enfermedades en el
contexto del cambio climético.

Se presentaron un total de 138 comunicacio-
nes (77 presentaciones en panel y 61 presenta-
ciones orales), destacando las siete ponencias
invitadas por cientificos de gran relevancia
y prestigio internacional entre los que figu-
raban dos socios de la SEF Dres. Fernando
Garcia-Arenal y Tom4s Canto.

Ademsds del programa cientifico, la reunién
incluy6 diversos actos sociales como el acto
de bienvenida, celebrado en los jardines de la
Residencia de Estudiantes del CSIC, un reco-
rrido por el casco antiguo de Madrid o la cena
de clausura. En todos ellos, los congresistas
disfrutaron de una muy buena oportunidad,
no solo para intercambiar informacién y esta-
blecer nuevas colaboraciones con sus compa-
fieros, sino también de reencontrarse “cara a
cara” con viejos y nuevos colegas, degustar la
comida espafiola y conocer m4s sobre Madrid,
su cultura y sus alrededores.

Fue en uno de estos actos sociales, la cena
de clausura, donde se entregaron los premios
otorgados a la mejor presentacién oral y a la
mejorpresentaciénenpanel, presentadasporun
estudiante, y que recayeron, respectivamente,
en Ornella Chase, por la presentacién oral
titulada “In planta production of
filamentous virus-like particles:
insights into 3-D models of
different sweet potato infecting

viruses vectored by aphids or
whiteflies”, y en Oumaima
Moubset, por el panel titulado
“Virome release of an invasive
exotic plant species in Southern

France”.

Ademis, segin lo acordado en
la Asamblea del ICPVE, se co-
municé que la préxima sede en
albergar este congreso serd Sao
Paulo (Brasil), y el simposio
serd organizado por el Prof. Joao
Spotti Lopes, entre otros, en el
afio 2025.
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Celebrada la III Reunion del Grupo Especializado
SEF en «Control quimico de enfermedades y
desarrollo de resistencias a productos fitosanitarios»

8 de junio de 2022
Oleiros, A Corufa

Jost Diaz VARELA

Departamento de Bioloxia
Facultade de Ciencias, Universidade da Corufia

DOLORES FERNANDEZ-ORTUNO

Departamento de Microbiologia
Facultad de Ciencias, Universidad de Mélaga

4

FITORES

Control quimico de enfermedades
y desarrollo de resistencias a
productos fitosanitarios

| pasado dia 8 de junio tuvo
lugar la III reunién del grupo
«Control quimico de enferme-
dades y desarrollo de resisten-
cias a productos fitosanitarios»,
en el Hotel Noa en Santa Cruz

(Oleiros, A Corufia).

Organizada por los miembros del
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grupo de Investigacién FISA-
PLANT de la Universidade da
Corufia, y actuando como presidente el pro-
fesor José Diaz Varela, acudieron expertos en
la temdtica pertenecientes a distintas institu-
ciones publicas y privadas, entre otros, An-
tonieta de Cal e Inmaculada Larena (INIA),
David Ruano (ITACYL), Dolores Ferndndez-
Ortufio, Laura Ruiz y Alejandra Vielba (Uni-
versidad de Mdlaga), Ménica Berbegal (UPV),
Juan Antonio Martinez (UPCT) vy, por dlti-
mo, Néstor Carrillo, Javier Veloso y José Diaz
de la Universidade da Corufa; ademds de
personal de empresas de fitosanitarios, como
Productos CITROSOL, con Celia Murciano.
Durante las diferentes presentaciones orales se
trataron temas relacionados con la deteccién,
diagnéstico y monitorizacion de las resisten-
cias a fitosanitarios en enfermedades, causadas
principalmente por hongos, en caqui, citricos,
cerezo, cucurbitdceas o pimiento, entre otros.
Pinchando en el libro de restimenes de la Re-
unién, se pueden consultar las temdticas tra-
tadas.

En septiembre de 2016, la Sociedad Espafiola
de Fitopatologia (SEF) aprobé en Junta Di-
rectiva la creacién de este grupo especializa-
do, formado por cientificos de universidades
y organismos publicos de investigacién, em-
presas del sector y otros expertos, procedentes
de diferentes instituciones publicas y privadas
de prestigio nacional e internacional. Hoy en
dia, el control quimico es la herramienta m4s
utilizada en la proteccién de los cultivos fren-
te a los diferentes organismos fitopatégenos vy,

LIBRO DE RESUMENES

11l REUNION
FITORES

GRUPO ESPECIALIZADO EN

CONTROL QUIMICO DE ENFERMEDADES I
Y DESARROLLO DE RESISTENCIAS
A PRODUCTOS FITOSANITARIOS

A Corufia, 8 de junio 2022
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Il Reunion del Grupo Especializado SEF (Foto, cortesia de José Diaz Varela).

a través de este grupo especializado, se
pretende establecer canales de comu-
nicacién con instituciones o socieda-
des (publicas y privadas) que tengan
relacion con el control quimico de
enfermedades; asesorarles como co-
mités de expertos; generar foros espe-
cificos de discusion e intercambio de
informacién cientifica; organizar reu-
niones-jornadas-simposios para estar
al dfa sobre problemas de resistencia
a los diferentes mecanismos de ac-
cién, registro de nuevos productos fi-
tosanitarios, normativasy protocolos
al respecto. Todo ello con la finalidad
Gltima de mejorar, en la prictica, la
utilizacién sostenible de los fitosa-
nitarios y la inclusién de estos com-
puestos quimicos en los programas de
lucha integrada contra plagas y enfer-
medades.

VI Jornadas Cientificas de Estudiantes de la
Sociedad Espanola de Bioestadistica

Del 14 al 16 de septiembre de 2022
Burjassot, Valencia

MARTINA CENDOYA

Institut Valencia d’'Investigacions Agraries (IVIA)

Moncada, Valencia

SOCIEDAD ESPANOLA

.S-B

DE BIOESTADISTICA

as VI Jornadas Cientificas

de Estudiantes de la Socie-
dad Espafiola de Bioestadistica
(SEB) se celebraron del 14 al 16 de septiembre
de 2022 en la Facultad de Ciencias Matema-
ticas de la Universitat de Valeéncia (UV). El
objetivo de estas jornadas es visibilizar el tra-
bajo de los estudiantes de master y doctorado
en el drea de la Bioestadistica, siendo una gran
oportunidad para el intercambio de conoci-
mientos y experiencias.

El evento conté con 50 participantes y un
total de 30 contribuciones orales divididas en
siete sesiones y una seccion de pdsteres. Las se-
siones estuvieron enfocadas tanto al desarrollo
de metodologias estadisticas como a su aplica-
cién, abordandose diversas tematicas como sa-
lud, genética, biologia y ecologia, entre otras.

El programa cientifico incluyé un curso intro-
ductorio sobre inferencia bayesiana, imparti-
do por Joaquin Martinez Minaya (Universitat
Politécnica de Valéncia). Ademds, una mesa
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redonda con Marfa José Caballero (GVA),
Elena L4zaro (IVIA), David Conesa (UV) y
Antonio Vicent (IVIA) abrié el debate so-
bre el papel transversal de la estadistica en la
investigacion cientifica. Se dedicé también
una sesion especial a la historia de las jorna-
das, donde los organizadores de la primera edi-
cién compartieron cémo surgid esta iniciativa
y cémo ha ido evolucionando, manteniendo
su esencia inicial de un espacio creado por y
para los estudiantes.

El comité cientifico y organizador estuvo for-
mado integramente por estudiantes de la SEB,
que conté con el apoyo tanto de la propia
Sociedad como de la Facultad de Ciencias
Matemdticas y el Departamento de Estadistica
e Investigacién Operativa de la UV.

La participacién de miembros de la SEF en el
comité organizador, ponencias orales y la mesa
redonda materializa el objetivo de colabora-
cién establecido en el convenio entre ambas
Sociedades.

La organizacién agradece a todos los asistentes
su contribucién al éxito de estas jornadas.

VI JORNADAS
CIENTIFICAS Ls'upuantes

Puede encontrarse mds informacién sobre las
jornadas pinchando aqui y en la imagen del
libro de resimenes de las comunicaciones
presentadas.

Foto de grupo de las VI Jornadas Cientificas de Estudiantes de la SEB (Cortesia del Comité organizador).
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XX Congreso Nacional

de la Sociedad Espaiiola de Fitopatologia

Del 24 al 26 de octubre de 2022

Valencia

VICENTE PALLAS

Presidente del Comité Organizador

Después de dos aplazamientos por ra-
zones obvias, se celebré en Valencia

WEESTBIPN] XX CONGRESO

el XX Congreso Nacional de la Sociedad
Espafiola de Fitopatologia (SEF), en el cam-
pus de la Universidad Politécnica de Valencia

(UPV), del 24 al 26 de octubre de 2022.

El Congreso conté con un total de 359 asis-
tentes. Las ponencias plenarias e invitadas tu-
vieron lugar en el salén de actos del edificio
Nexus, mientras que las sesiones simultdneas
se celebraron en los tres salones de la Ciudad
Politécnica de la Innovacién. En la organi-
zacion, ademds del Comité Organizador y la
Junta Directiva de la SEF, han colaborado la
Oficina de Congresos, la Secretarfa Técnica
de Eventos, ambos de la UPV, y la empresa
Global Comunica S.L. A destacar también el
sustento del IBMCP, IAM e IVIA, ademas de

19 empresas patrocinadoras.

Acto de inauguracion del XX Congreso de la SEF en el salén Nexus de la UPV
(Fotografia de Carlos Gasco, con permiso).

La mesa presidencial del acto de inauguracién
del Congreso estuvo constituida por D.2 Belén
Pic6 Sirvent (vicerrectora de Investigacién
de la UPV), D. Antonio Quintana Martinez
(director general de Agricultura, Ganaderia
y Pesca; Conselleria de Agricultura, Desarro-
llo Rural, Emergencia Clim4tica y Transicién
Ecoldgica) y D. Vicente Pallas Benet (presi-
dente de la Sociedad Espafiola de Fitopatolo-
gia, SEE y del Comité Organizador).

El Congreso estuvo precedido por el Simposio
Retos actuales del control quimico de enfermeda-
des: gestion de resistencias, aspectos regulatorios
v uso sostenible, organizado por el Grupo de
trabajo de la SEF, Fitores, que tuvo una gran
asistencia.

Tras la inauguracién oficial del Congreso, la
Dra. Angela Sessitsch (Austrian Institute of
Technology, AIT, Viena) impartié una con-
ferencia sobre el microbioma de plantas. Pos-
teriormente, el Dr. Leandro Pefia (IBMCP,
CSIC-UPV, Valencia), nos hablé de la situa-
cién actual de la enfermedad Huanglongbing
de los citricos, para dar paso a cuatro presenta-
ciones sobre amenazas emergentes en la agri-
cultura espafiola y mundial que constituyeron
la sesion plenaria [.

El martes 25 de octubre se inici6 con la presen-
tacion a cargo de la Dra. Godelieve Gheysen
(Universidad de Gante, Bélgica) quien nos
habl6 de la posible consideraciéon de los ne-
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matodos como patégenos bio-

tréficos o herbivoros. La segunda

plenaria del dfa estuvo impartida
e por la Dra. Kristiina Mikinen
(Universidad de Helsinki, Fin-
landia) quien disert6 sobre las
potencialidades de proteinas re-
lacionadas con los potyvirus en la
mejora de la resistencia. Esta fue
seguida por la ponencia invitada
del Dr. Emilio Rodriguez-Cerezo,
de la European Commission-
Joint Research Centre (JRC,
Sevilla), que versé sobre el estado
de las nuevas técnicas de edicion
genémica como herramientas de
mejora en el actual escenario,
dando paso a la sesién plenaria II sobre Inte-
racciones planta-patégeno.

El miércoles 26 se impartieron: la ponencia
plenaria del Dr. Renaud Ioos (ANSES, Nancy,
Francia) sobre la necesidad de implantar los
laboratorios de referencia europeos, y en con-
creto del de hongos y oomicetos: y la ponen-
cia de la Dra. Neus Teixidé (IRTA, Lleida),

sobre las estrategias alternativas para el con-

trol de las podredumbres de postcosecha en
fruta. Seguidamente, la Dra. Blanca Landa
(IAS-CSIC, Cérdoba) actualizé los esfuerzos

con permiso).

colectivos que se estdn llevando a cabo para
el manejo de la bacteria Xylella fastidiosa a ni-
vel europeo, dando paso a la sesién plenaria
[II sobre Control de enfermedades. La Dra.
Dolores Ferndandez-Ortufio (UMA, Malaga)
impartié la ponencia invitada dedicada a la
posibilidad de que los oligonucleétidos se
conviertan en una alternativa a los fungici-
das convencionales para el control de hongos
fitopatégenos.

Ademsis de todas estas ponencias plenarias
e invitadas, se realizaron nueve sesiones si-
multdneas en diferentes temas, lo que permi-
tié alcanzar la nada despreciable cifra de 66
presentaciones orales que, junto con los 250
pOsteres, constituyeron un hito en las presen-
taciones de los congresos de nuestra Sociedad.
Pueden consultarse accediendo al Libro de
abstracts del Congreso.

La conferencia de clausura constituyé un ca-
lido y merecido homenaje al Dr. Fernando
Garcfa-Arenal, catedrdtico de Patologia Ve-
getal de la Universidad Politécnica de Madrid
y expresidente de la SEF (1996-2000), quien
hizo un pormenorizado balance sobre su acti-
vidad investigadora y diserté sobre la evolu-
cién y emergencia de los virus y el control de
las enfermedades causadas por estos.

Aspecto de una de las ponencias impartidas en el salon Nexus de la UPV (Fotografia de Carlos Gasco,
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>> RESENAS SOBRE CONGRESOS Y REUNIONES CIENTIFICAS

El Congreso finaliz6 con haya sido un éxito de participacién y de con-
la cena de clausura, que tenidos; y a la Junta de la SEF, su incansable
tuvo lugar en el restauran- estimulo, su valiosisima dedicacién a nuestra
te La Ferradura, en la playa de  Sociedad y su gratisima compafifa en estos
Valencia, donde, tras felicitar afios pandémicos. Grandisimos compafieros.
a los nuevos componentes de  jNos vemos en Cérdoba!

la Junta (Dra. Blanca Landa,

presidenta; Dr. David Gramaje, I 0 o
tesorero; Dr. Pedro Goéme:z 6_ PREMI

y Dra. Dolores Ferndndez- Vi
Ortufio, vocales) se entregaron £ I1esv
los premios correspondientes a
las distintas modalidades:

e Premios SEF de Relatos cortos

(Fito-Relatos): David Ruano.

e Premios SEF de Fotogra-
XX CONGRESO : fia Cientifica en Fitopatologia

DE |2 ; /
ES#’AI\?((;( }:I :))[\ D “Miguel Cambra”: Rafael Villar.

FITOPATOLOGIA

XX CONGRESO DE LA st DAD ESPANOLA FITOPATOLOGIA (SEF)
odubre de 2022 (Valendi)

info@vlesef2022.com

2022.com/

CONVOCATORIA DEL PREMIO S.E.F. - PHYTOMA-Espaiia 2022

e Premio “Ricardo Flores”, a

Utkiwiestn Poitecrica oe v
24— 26 Dichudar o 2022

la mejor presentacién formato
poster: Sandra Tienda; finalista,
Félix Moran.

LASOCIEDAD ESPANOLA DE FITOPATOLOGIA

¢ Premio Phytoma-SEEF a la
. ., PREMIO ‘RICARDO FLORES’ A LA MEJOR
mejor presentacion oral: Jonatan PRESENTACION FORVATO POSTER

Nifio; finalista, Manuel Anguita-

Maeso.

Conferencia de Clausura del Prof. Finalmente, me gustarfa destacar
Fernando Garcia-Arenal en el Auditorio

Cubo azul de la Ciudad Politécnica de
la Innovacion de la UPV (Fotografia de gran labor de los Comités Or-
Carolina Escobar, con permiso).

y agradecer muy sinceramente la

Valencia, Octubre 2022

E1 Comits Organizador del XX Congreso SEF
Junta Direciva SEF

ganizador y Cientifico, que han
posibilitado que este Congreso

'S s E—
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uevas descripciones de
Patogenos en Espana
octubre 2021 - septiembre 2022

JuaN A. Navas-CORTES

° NOTA INFORMATIVA: ©

Os recordamos la obligacion de comunicar a la administracion publica competente “...la apariciéon
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).

En consecuencia, y con anterioridad a la publicaciéon de los resultados, los investigadores tienen la
obligacion de ponerse en contacto con el Servicio de Sanidad Vegetal de la Comunidad Autébnoma
correspondiente para informar de la deteccién de nuevos patégenos, si se trata de primeras citas
en Espana.

Igualmente, se debe contactar con dichos servicios ante cualquier nueva deteccién 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 patdgeno identificado.

. HONGOS Y OOMICETOS

Two indigenous Berberis species from Spain were confirmed as alternate
hosts of the yellow rust fungus Puccinia striiformis f.sp. tritici
Rodriguez-Algaba, J., Hovmgller, M. S., Villegas, D., Cantero-Martinez, C., Jin, Y.y
Justesen, A. F.

Plant Disease 105: 2281-2285 (2021).

First report of Diaporthe amygdali associated with twig canker and shoot
blight of nectarine in Spain

Garcia-Lopez, M. T., Gordon, A., Raya, M. C., Diez, C. M. y Moral, J.

Plant Disease 105: 3300 (2021).

First report of Lasiodiplodia theobromae causing crown canker of almond
in Spain

Mufoz, R. M., Lerma, M. L., Castillo, P, Tolosa, V. M., Olmo, D., Trapero, A. y Agusti-
Brisach, C.

Journal of Plant Pathology 104: 411-412 (2022).

First report of Sardiniella urbana (Botryosphaeriaceae) causing decline of
Celtis australis in Mallorca Island (Balearic Islands, Spain)

Pintos-Amengual, A., Stchigel, A. My Cano-Lira, J. F

Plant Disease 105: 3748 (2021).

First report of Verticillium wilt and mortality of Ailanthus altissima
caused by Verticillium dahliae and V. albo-atrum sensu lato in Spain
Moragrega, C., Carol, J., Bisbe, E., Fabregas, E. y Llorente, I.

Plant Disease 105: 3754 (2021).
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>> NUEVOS PATOGENOS EN ESPANA

Etiology of septoria leaf spot of pistachio in southern Spain

Lopez-Moral, A., Agusti-Brisach, C., Raya-Ortega, M. C., Lovera, M., Trapero, C., Arquero,
0. y Trapero-Casas, A.

Plant Disease 106: 406-417 (2022).

Survey of oomycetes associated with root and crown rot of almond
in Spain and pathogenicity of Phytophthora niederhauserii and
Phytopythium vexans to ‘Garnem’ rootstock

Beluzan, F, Miarnau, X., Torguet, L., Armengol, J. y Abad-Campos, P.

Agriculture 12: 294 (2022).

First report of Neofusicoccum parvum causing canker on Castanea sativa
in Spain

Ciordia, M., Loureiro, M. D. y Gonzalez, A. J.

Plant Disease 106: 1299 (2022).

First report of Colletotrichum chrysophilum causing apple bitter rot in
Spain

Cabrefiga, J., Piza, D., Vilardell, P. y Luque, J.

Plant Disease 106: 1752 (2022).

First report of Pleurostoma richardsiae associated with twig and branch
dieback of olive trees in Spain

Calvo-Pena, C., Burgos, M., Diez-Galan, A., Ibafez, A., Coque, J. J. R. y Cobos, R.

Plant Disease 106: 1981 (2022).

Fusarium annulatum causes Fusarium rot of cantaloupe melons in Spain
Parra, M. A., Gémez, J., Aguilar, E. W. y Martinez, J. A.
Phytopathologia Mediterranea 61: 269-277 (2022).

First report of Hymenoscyphus fraxineus causing ash dieback in Spain
Stroheker, S., Queloz, V. y Nemesio-Gorriz, M.
New Disease Reports 44: e12054 (2021).

Diversity of sooty blotch and flyspeck fungi on cider apples in Spain
Batzer, J. C., Prado, M. M., Svendsen, J. M. y Gleason, M. L.
PhytoFrontiers 2: 289-306 (2022).

New reports of Phytophthora species in plant nurseries in Spain
Mora-Sala, B., Ledn, M., Pérez-Sierra, A. y Abad-Campos, P.
Pathogens 11: 826 (2022).

First report of Gnomoniopsis smithogilvyi causing chestnut brown rot on
nuts and burrs of sweet chestnut in Spain

Aguin-Casal, O., Rial-Martinez, M. C., Pién-Esteban, P, Sainz, M. J., Regueira-Paz, N.,
Vazquez, J. P. M. y Corral, C. S.

Plant Disease, First look [25 de mayo de 2022, 0322]
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>> NUEVOS PATOGENOS EN ESPANA

Occurrence of Phytophthora ramorum and other Phytophthora species on
woody ornamentals in public gardens and parks in northwestern Spain
Pintos-Varela, M. C., Rial-Martinez, C., Esteban, M. P. P, Salinero-Corral, C. y Aguin-Casal, O.
Plant Health Progress, First look [2 de septiembre de 2022, 0008]

Molecular characterization of Peronospora variabilis isolates infecting
Chenopodium quinoa and Chenopodium album in Spain

Fondevilla, S., Arias-Giraldo, L. F, Garcia-Leén, F. J. y Landa, B.

Plant Disease, First look [3 de octubre de 2022, 1198]

BACTERIAS

First report of bacterial leaf blight caused by Xanthomonas hortorum pv.
carotae on carrots in Spain

Palomo, J. L., Shima, M., Monterde, A., Navarro, I., Barbé, S. y Marco-Noales,

Plant Disease 105: 2712 (2021).

Evidence that Xylella fastidiosa is the causal agent of almond leaf scorch
disease in Alicante, mainland Spain (Iberian Peninsula)

Marco-Noales, E., Barbé, S., Monterde, A., Navarro-Herrero, |., Ferrer, A., Dalmau, V., Aure,
C. M., Domingo-Calap, M. L., Landa, B. B. y Rosello, M.

Plant Disease 105: 3349-3352 (2021).

NEMATODOS

A new needle nematode, Longidorus maginicus n.sp. (Nematoda:
Longidoridae) from southern Spain.

Liébanas, G., Clavero-Camacho, I., Cantalapiedra-Navarrete, C., Guerrero, P, Palomares-
Rius, J. E., Castillo, P. y Archidona-Yuste, A.

Journal of Helminthology 96: e40, 1-13 (2022).

A proposed new species complex within the cosmopolitan ring nematode
Criconema annuliferum (de Man, 1921) Micoletzky, 1925.

Criconema paraaanuliferum sp. nov. and Criconema pseudoannuliferum sp. nov.
Clavero-Camacho, I., Palomares-Rius, J. E., Cantalapiedra-Navarrete, C., Castillo, P,
Liébanas, G. y Archidona-Yuste, A.

Plants 11: 1977 (2022).
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>> NUEVOS PATOGENOS EN ESPANA

. VIRUS Y VIROIDES

First report of Cucurbit chlorotic yellows virus infecting cucumber plants
in Spain

Chynoweth, R., Jimenez, D., Liberti, D., Bellon-Dona, D., Carralero-Gonzalez, A., Crespo-
Sempere A. y Albiach-Marti, M.R.

Plant Disease 105: 2258 (2021).

First report of Passiflora edulis symptomless virus in pomegranate in
Spain

Canales, C., Moran, F, Candresse, T., Olmos A. y Ruiz-Garcia, A. B.

Journal of Plant Pathology 103: 1375 (2021).

First report of Cactus virus X in Spain
Janssen, D., Garcia, C. y Ruiz, L.
Australasian Plant Disease Notes 17: 4 (2022).

First detection and molecular characterization of Apple stem grooving
virus, Apple chlorotic leaf spot virus, and Apple hammerhead viroid in
loquat in Spain

Canales, C., Moran, F, Olmos, A. y Ruiz-Garcia, A. B.

Plants 10: 2293 (2021).

First report of Apium virus Y in wild carrot (Daucus carota ssp. carota) in
Spain.

Babalola, B. M., Faure, C., Marais, A., Fraile, A., Garcia-Arenal, F. y Candresse, T.

New Disease Reports 45: €12097 (2022).

First report of Schlumbergera virus X in dragon fruit (Hylocereus spp.) in
Spain

Janssen, D., Garcia, C. y Ruiz, L.

Plant Disease 106: 2004 (2022).

First report of Cucurbit chlorotic yellows virus infecting watermelon and
zucchini in the Canary Islands, Spain

Alfaro-Fernandez, A., Espino de Paz, A. |., Botella-Guillén, M., Font-San-Ambrosio, .,
Sanauja, E., Galipienso, L. y Rubio, L.

Plant Disease 106: 2006 (2022).

First report of Carrot torradovirus 1 (CaTV1) naturally infecting carrots in
Spain

Babalola, B. M., Faure, C., Marais, A., Fraile, A., Garcia-Arenal, F. y Candresse, T.

Journal of Plant Pathology, First look [19 de agosto de 2022, 01196].
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l 'na de las novedades del Congreso de la SEF previo a la pandemia (Toledo,

2018), fue convocar, por primera vez, un concurso de relatos breves
relacionados con la Fitopatologia, en la que pudieran participar todos los socios,
con el objeto de incentivar la divulgacion de la Fitopatologia. La segunda ediciéon
se ha retrasado hasta 2022; y, asi, durante el XX Congreso de la SEF, que tuvo
lugar en Valencia, se entregé un premio de 300 euros al fito-relato ganador. El
jurado estuvo compuesto por miembros de la Junta Directiva de la SEF y eligio
como mejor relato el presentado por David Ruano Rosa, titulado “El libro de

Abu”, que aqui publicamos.

El libro de Abu

—Abu, Abu, despierta, tienes visita —susurraba Aixa mientras lo zarandeaba con
delicadeza.

lbn al-Awwam!, conocido por todos en Sevilla como Abu Zaccaria, vivia en una modesta
casa en los arrabales, en la que habia sustituido el patio que daba entrada a la vivienda,
por un huerto al que le gustaba llamar, junto con sus heredades del Aljafe, «la zona de
experimentacion». Era alli donde a menudo realizaba sus observaciones y experiencias
gue luego gustaba plasmar en sus manuscritos.

—~Pero... ;qué hora es? Si ni siquiera ha amaneci... —En ese momento Aiab irrumpié en
el interior de la Unica estancia. Gritaba y maldecia.

—jAbu! jEl mal se ha apoderado de nuevo de mis tierras! —Aiab era bajito y grueso,
muy grueso. Sudaba por todos los poros de su piel y le faltaba el aliento—. Sin duda
alguna esto es obra de Faisal. No soportaba que mis plantas fueran mejores que las suyas,
sobre todo desde que me trajeron esas semillas de Damasco. Acuérdate, que hasta el ano
pasado mis plantas eran un palmo mas altas que las suyas. Es el sequndo afo, ;sabes? jEl
segundo ano! El afio pasado las plantas que daban a su terreno murieron unas semanas
después de nacer, y este afio esa «mancha» se ha extendido como el aceite en el agua.
Quiero, necesito, que vengas cuanto antes y descubras qué clase de maleficio ha usado.

—Aiab, calmate, deja al menos que me vista. Realizaremos el Fajr? y partiremos a tus
tierras cuanto antes. —En ese momento Aiab tomé conciencia de que Abu estaba medio
desnudo, sentado en la cama, con los ojos cegados por la luz del candil, lo cual hizo que
se ruborizara y saliera rapidamente al patio.
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Unos instantes después ya estaban en la puerta de la casa, camino de las tierras de Aiab.
Estas se encontraban cerca del rio Guadalquivir, en una zona protegida de las crecidas,
pero con suficiente humedad para soportar los veranos austeros de Sevilla. Sin duda
alguna, eran las mejores de la ciudad.

Como bien decia Aiab, sus espinacas siempre fueron la envidia de todos los vecinos, y las
mas cotizadas en el mercado. Hasta el afo anterior. Es cierto que las nuevas semillas dieron
lugar a una muy buena cosecha, mejor que las anteriores, pero recordaba haber visto
una zona, alla donde se hundia levemente el terreno, en la que las plantas no llegaron a
desarrollarse del todo, dejando en el cultivo unas calvas sin mucha importancia. Abu vefa
una clara relacion en el uso de esas semillas nuevas con la apariciéon del problema, solo
gue Aiab era obstinado y preferia echar la culpa a maldiciones y malas artes.

—Las plantas comenzaron a marchitarse, pensé que podia ser por falta de riego, por lo
gue eché mas agua. Cuando empezaron a amarillear dejé de regar. —Se agaché a coger
una planta y se la acercé a Abu.

Era evidente el exceso de agua en el terreno, pero, sin duda alguna, algo mas ocurria
ya que, mientras que el exceso de humedad era generalizado, el problema quedaba
limitado a una zona del mismo. Las plantas mas desarrolladas estaban marchitas y algo
amarillentas y presentaban una clara ausencia de raiz principal, compensada con mayor
proliferacién de raices secundarias, mientras que otras se habian tornado marrones y con
aspecto algo gelatinoso que llegaba hasta el mismo cuello de la planta.

—iEs mi perdicion, Abu! jMi perdicién! —Aiab levantaba los brazos y miraba al cielo
rezando para ahuyentar el supuesto mal—. Dime, ;qué puedo hacer?

—No desesperes, Aiab, juntos buscaremos solucion a este problema. Hace unos dias me
dijeron que Abdel habia vuelto de su viaje al norte cargado con multitud de cosas y, entre
ellas, un carro entero de libros y pergaminos que podrian sernos de mucha ayuda. —Abu
se mostraba muy ilusionado con lo que se podria encontrar en ese carro, no tanto Aiab.

—Libros? jPor Ala, Abu! ;Qué pretendes que haga con libros? ;Los quemo para
ahuyentar los malos espiritus? ;Los troceo y me los como? jNecesito soluciones, no
libros! —gritaba mientras se agachaba a coger plantas para acercarselas a Abu.

—Escucha, Aiab, los libros estan llenos de soluciones. Hay muchos eruditos por todo el
mundo que escriben sus conocimientos, y eso puede ayudarnos a identificar el problema
y atajarlo con mayor rapidez. —Abu iba aumentando el tono de voz ya que veia cobmo
Aiab se marchaba quejandose y haciendo incontables aspavientos, hasta que lo perdié de
vista en un huerto de naranjos cercano a la orilla del rio.
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A su vuelta a Sevilla, Abu pasé por el zoco de intramuros, cercano a la mezquita de Ibn
Adabbas. Abdel tenia una tiendecita en la zona de la alcaiceria que destinaba a venta de
objetos elaborados en seda, aunque también comerciaba con libros y pergaminos que
conseguia en el norte de la peninsula, principalmente de los monasterios cristianos de las
ciudades conquistadas afos atras durante el Califato de Cérdoba. Otros los compraba en
sus viajes a Damasco.

—iQuerido Abu! ;Qué te trae a mi tienda? —preguntd Abdel mientras se acercaba a la
puerta para recibirlo.

—ijAmigo Abdel!, toda Sevilla habla de tus nuevos productos. No sé si sabras que Aiab
esta teniendo problemas con sus espinacas, en la parte que linda con los terrenos de
Faisal, y me ha pedido ayuda. Algunos de los textos que pude comprarte de tu ultimo
viaje me han sido de gran ayuda. jEs increible la informacién que pude obtener! Sin ir
mas lejos, en Agricultura Nabathea® encontré el remedio para un problema que afectaba
a mis vides. Sus hojas estaban rojas y de aspecto débil —Abdel, como buen comerciante,
lo miraba con cara de interés mientras pensaba en donde iba a colocar las sedas que le
habifan llegado en su ausencia—. Pues eso se conoce como “calamidad de las estrellas”
y el remedio es untar la vid con aceite, vino y agua, cocido y bien caliente. Es por eso que
se me ocurrié que, entre los libros que has traido, podria encontrar algo que arroje algo
de luz a este asunto.

Abdel cogié un candil y llevd a Abu entre pasillos atestados de sedas hasta un cuartucho
de escasa luz, pero bien reservado de la humedad donde apilaba multitud de manuscritos
de todo tipo.

—Créeme, Abu, deberias unir todas esas experiencias que desarrollas en Aljafe a la
informacion gque obtienes de estos manuscritos. Escribe un gran libro, el cual pueda ser
utilizado por otros de igual modo que tu usas estos textos —comentaba Abdel mientras
le iba poniendo entre las manos multitud de libros.

Entre los documentos que Abdel le iba entregando, Abu encontrd un manuscrito del
cordobés Aben Naser, en el que recomendaba, para algunos males que asolan los huertos,
dejar sin cultivar la tierra o cambiar de cultivo unos ciclos, con el fin de interrumpir la
continuidad de dicho mal. Fue asi como Abu le pidié a Aiab, sin mucho éxito, que dejara
descansar aquellos terrenos durante un tiempo o sustituyera sus espinacas por otro cultivo
que pudiera serle rentable.

—iTu me quieres buscar la ruina! jMis espinacas son las mas cotizadas de toda Sevilla!
—Tle grit6 haciendo sus aspavientos habituales y marchandose enojado.
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El tiempo hizo que Aiab diera su brazo a torcer y, a regafadientes, cambid sus espinacas
por berenjenas, consiguiendo que fueran las mas codiciadas del mercado. Sin embargo,
es0 no evitd que denunciara a su vecino alegando que habia envenenado sus tierras.
También evito traer semillas de tierras lejanas, pero solo por si acaso.

En lo que respecta a Abu, decidié hacer caso a Abdel y recopilar todo el conocimiento
sobre agricultura que durante siglos se habia ido acumulando en al-Andalus, al que
anadio tanto sus experiencias como aquellas recogidas en los textos a los que conseguia
tener acceso. Asi fue como surgié Kitab al-Filaha*, o quiza no, pero de lo que no hay
duda es que lleg6é a convertirse en el texto de mayor relevancia de la agricultura arabe en
Espafa, conocido por todos sus contemporaneos como E/ libro de Abu.

Por Davib Ruano-RosA

Unidad de Cultivos Lefiosos y Horticolas
Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn

Valladolid

' Sevilla, finales del s.xi — principios s.xi, conocido como Abu Zaccaria. Prestigioso
agrénomo andalusi de época almohade.

2 Primer rezo del dia, antes del amanecer.

3 Texto de Ibn Wahshiyya de Qussin que compila los conocimientos agronémicos de la
época (siglo X) en el actual Irak.

4 Kitab al-Filaha o Libro de agricultura, es un tratado escrito por Abu Zaccaria entre
el s.xi-x, que compila técnicas y conocimientos agricolas de al-Andalus en el que,
junto con los conocimientos adquiridos por el propio autor, se incluyen multitud de
referencias, entre otras, a textos geoponicos orientales, occidentales y africanos de
gran relevancia tales como Agricultura nabathea o Almokna.

_
»
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N MEMORIAM

ANTONIO GOMEZ BARCINA
(1932-2022)

Instituto de Agricultura Sostenible (IAS-CSIC)

Por PaBLo CASTILLO

Cérdoba

n enero de 2022 nos

dej6  Antonio Goémez
Barcina, uno de los padres
de la Nematologia espafiola
y una persona generosa, de
ideas claras y una calidad hu-
mana excepcional. Antonio
fue investigador cientifico
del CSIC, doctor en Veteri-
naria por la Universidad de
Madrid, y ha dedicado su carrera cientifica al
estudio de los nematodos fitoparasitos en di-
versos cultivos agricolas, particularmente los
cultivos de solanéceas, y los cultivos tropicales
y subtropicales de la costa granadino-mala-
guefia. El Dr. Gémez Barcina inici6 su activi-
dad cientifica como estudiante de grado en el
Departamento de Zoologia del Suelo vy
Entomologia Aplicada de la Universidad de
Madrid. En 1963, se incorpora al Centro Expe-
rimental Econémico-Agrario La Mayora hasta
1979. En este Centro realiza su tesis doctoral
titulada Especificidad vy distribucion geogrdfica
de mematodos fitopardsitos de la zona costera de
Madlaga y Granada, bajo la direccién del Prof.
D. Fernando Jiménez Millan. En 1971,
Antonio fue elegido director del Centro Expe-
rimental La Mayora y promovié la conversién
del Centro (en el marco de un programa de coo-
peracién hispano-alemén) en la Estacién Expe-
rimental “La Mayora” del CSIC, y actualmente
siendo centro mixto CSIC-UMA, Instituto de
Hortofruticultura Subtropical y Mediterrdnea
“La Mayora” (IHSM-CSIC). En este Centro
promovid proyectos y programas de investiga-
cién muy importantes para la agricultura de
Andalucia, como los relativos al cultivo del
fresén y los cultivos tropicales y subtropicales.
Durante este periodo, en 1973, continud su es-
pecializacién en Nematologfa con una estancia

postdoctoral en la Rothamsted Experimental
Station, Harpenden, Inglaterra, sobre diag-
néstico y control de nematodos fitopatégenos.
Entre 1979 y 1981, fue investigador de la
Estacion Experimental del Zaidin (EEZ-
CSIC) en Granada, y en 1981 se traslada al
Instituto Lépez-Neyra de Parasitologia, di-
rigiendo el Centro hasta 1989, e iniciando
la reestructuracion del centro y el relanza-
miento de las principales lineas cientificas en
Parasitologia animal y vegetal. Desde 1989
hasta 1995, se incorpora al Centro IFAPA
Camino de Purchil, en Granada, y desde
1995 hasta su jubilacién en 2002, queda ads-
crito al Instituto de Agricultura Sostenible
(IAS-CSIC) en Cérdoba.

Antonio fue redactor jefe de la Revista Ibérica
de Parasitologia, revista oficial de la Asociacién
Espafiola de Parasitélogos, y ha sido uno de
los pioneros y promotores de la Nematologia
Agraria en Espafia y en Andalucia, y ha for-
mado a varios nematélogos como los Dres.
Juana Artero Maurandi, Reyes Pefia Santia-
go y Pablo Castillo. Ha publicado més de 100
articulos cientificos referenciados, y capitulos
de libro y una monografia, incluyendo lineas
de investigacién en diagndstico, patogeni-
cidad y control de nematodos fitoparasitos.
Asimismo, Antonio ha participado en nume-
rosas comisiones cientificas, entre las que po-
demos destacar las de vocal Junta de Gobierno
Patronato “Alonso Herrera”, vocal Comisién
Conjunta de Ciencias Agrarias CSIC-MEC,
miembro Comisién Mixta, INIA-CSIC. Sin
ninguna duda, Antonio ha sido uno de los
principales promotores y miembros activos de
la Sociedad Espafiola de Fitopatologia (SEF),
habiendo ostentado el cargo de vicepresidente
y presidente de la SEF asi como de la Asocia-
cién Latinoamericana de Fitopatologfa (ALF).
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Antonio Gémez Barcina, junto a colegas y amigos
nematodlogos en el | Congreso de la SEF en Granada, 1982.

Antonio ha sido

(Fotografias proporcionadas por el autor)

probablemente
uno de los miem-
bros de la SEF con
mayor actividad y
colaboracién  en
la organizacién de
congresos y reu-
niones de la SEE
habiendo organi-
zado en 1982 el
[ Congreso funda-
dor de la SEF en
Granada. En 1987,
Antonio  pasaria
a los anales de la
SEF superando de
forma excepcional
el doble reto de la organizacién del VII Con-
gress of the Mediterranean Phytopathological
Union en conjuncién con el V Congreso de la
SEE, con m4s de 300 congresistas y mas de 200
trabajos presentados. Ese afio, marcé un gran
hito en la organizacién de Congresos en la SEF,
quedando en nuestra memoria para siempre la
excepcional visita nocturna a la Alhambra de
Granada, la visita a las Alpujarras, y la excep-
cional gastronomia andaluza (con excepcién
del “inolvidable” concierto de guitarra en el
Carmen de los Mdrtires). Ademas, bajo la presi-
dencia de Antonio en la SEFE, se promovieron y
firmaron varios convenios marco entre la SEF y
diversas Consejerias de Agriculturade Comuni-
dades Auténomas de Espafia, acercando la SEF
a los problemas reales del sector agrario. Como
especialista en Nematologia Agricola, impar-
ti6 varios cursos de doctorado en la Facultad de

Ciencias de la Universidad de Granada, y en
1987 fue director del primer curso especifico de

Antonio Gémez Barcina, junto a colegas y amigos en el XI congreso de la
Mediterranean Phytopathological Union, en Evora, Portugal, 2001.

Parasitologia en colaboracién con el Colegio
Oficial de Veterinarios de Granada y la Aca-
demia de Ciencias Veterinarias de Andalucia
Oriental. En mayo de 1992 volvié a repetir con
éxito el doble reto de organizar el VI Congreso
Latinoamericano de Fitopatologfa, y el VII
Congreso de la SEF en Torremolinos compi-
tiendo con numerosos eventos desarrollados
en Espafia ese afio. En este Congreso, siendo
Antonio presidente de la SEF, se instaur6 el
Premio SEF-Phytoma, que tiene como objeti-
vo apoyar la investigacién y divulgacién de los
conocimientos en el drea de la Fitopatologia
en Espafia. En los dltimos afios, era Socio de
Honor de la SEE

Ademas de todo esto, Antonio tenia dos gran-
des pasiones que no escondia, su magnifica fa-
milia (su mujer, Jean; y sus tres hijos, Javier,
Susana y Daniel), y sus innumerables y grandes
amigos que elogiaba continuamente y de los
que se sentia muy orgulloso, y permitidme que
lo cuente, su Real Madrid, que le divertia y ser-
via de tema de debate con sus amigos.

En definitiva, Antonio fue un destacado cien-
tifico en su especialidad, y un critico y provo-
cador en su tiempo (enemigo de la burocratiza-
cién y papanatismo del sistema de [+D). Pero,
sobre todo, fue una persona excepcional y un
amigo que nunca falla; usando sus mismas pa-
labras, Antonio era y lo serd para siempre “un
cinco estrellas” en todos sus sentidos. Y aunque
es dificil expresar con palabras, los que tuvi-
mos la fortuna de conocerle y tratarlo personal-
mente, pudimos comprobar su buen talante y
su alegrfa constante y contagiosa, que siempre
hacfa que las cosas m4s dificiles parecieran mu-
cho mds tolerables. Entre sus muchas ensefian-
zas, siempre recordaremos el arte de la amistad
sincera, con un trato tan
cercano, carifioso y hu-
mano que tenfa con to-
dos los que le rodeaban
sin ninguna distincién
de rangos o niveles de
responsabilidad; siempre
recordaremos sus bromas
constantes y su sonrisa
alegre, que nos hacfa mas
felices a su lado.

Hasta siempre, querido
Antonio ....

~
A
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e Mildiu del girasol causada por el oomiceto Plasmopara halstedii [M. Leira Ortega, 11/9/2012]
Molinero, 22/1/2013] o Aspergillus en naranja [Paloma Sanchez Torres, 28/9/2012]

* Interaccién patégeno-planta en 3D. SEF-Phytoma 2012 [Jests Martinez, ¢ Pimiento infectado por el virus del moteado suave del
22/1/2013] pimiento (PMMoV) [C. Mufioz, 3/10/2012]

e Como hormigas al hormiguero. SEF-Phytoma 2012 [Marta Sena, 22/1/2013] * Fuego bacteriano (Erwinia amylovora) en Pyracantha

e Esporangios de Phytophthora palmivora [Cristina R. Padrén, 22/1/2013] coccinea [Jests Murillo, 12/9/2012]
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