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preciados socios y amigos de la SEF,

Vicente Pallas Lo md&s dificil de un nuevo proyecto no es empezarlo
sino mantenerlo. En ello estamos poniendo todo nuestro
empeno para que esta revista de nuestra Sociedad no

se quede en una mera ilusion inicial, sino que tenga la continuidad y
calidad que todos los socios se merecen. En este nuevo nUmero
de la revista, cuya temdtica central la hemos dedicado a las

Articulo de revision lt “NUEVAS TECNOLOGIAS EN FITOPATOLOGIA", encontraréis
o deroso aliado el P 5 q . .
£l issema GRISERICas i wd_e;w‘;lﬂw cuatro magnificas revisiones que versan sobre nuevas técnicas
I losRUERiBmEENSSEET . e N J
jaluhaseieIS - de imagen para la deteccion y seguimiento de patdégenos,

la utilizacion de herramientas dmicas en el control de las
m,wmﬁm,:m“‘;i;f% enfermedades del olivar, nuevas técnicas de vision artificial y
o deep learning sobre dispositivos moviles para la identificacion
e e S, de sinfomas en campo vy la Ultima tecnologia incorporada
en nuestro campo y que, por supuesto, no podia faltar en
este nUmero: el sistema CRISPR/Cas en la lucha contra los
organismos fitopatdgenos. En la seccidn FITOPATOLOGIA Y
SOCIEDAD podréis encontrar un interesante articulo sobre el
: ’ = origen del IVIA con motivo de su 150 aniversario, y en el
e ‘ de HISTORIAS DE LA FITOPATOLOGIA
tendréis la oportunidad
de disfrutar de un ameno
y riguroso relato sobre la historia de la
Serologia en Espana escrito por nuestro
socio y expresidente Mariano Cambra.

LA

AENTEY
DS UL e INMUNT

11111

serna CRISPR/CCS

Articulo del st

| S —

Este ano ha sido un ano de congreso y
quiero aprovechar esta presentacion /
para felicitar al Comité Organizador |
del XIX Congreso de la SEF celebrado |
en Toledo el pasado octubre por su |
magnifica gestion y trato dispensado a

todos los asistentes. En este congreso

Nuev i0
d seccidn de ﬁto-relofos
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hemos incorporado una nueva actividad encaminada a
o incentivar el acercamiento de la Fitopatologia ala sociedad

A..-Li‘l' ‘I_ZR. Micug 4, i y hemos instaurado un concurso de relatos breves con este
St o fin. Podéis leer los curiosos relatos tanto del primer premio

Ar ot
» .2 h, oo 8y D1z
N, 4ok ol g e 4T e .:muom,,"’“"“ﬂmau
y
el

e e e e s e como del finalista en una nueva seccidén de este nUmero,
que hemos denominado FITO-RELATOS.

e vt i g
iR WAperiencias g

Una de las secciones mds populares de nuestra revista es
sin duda la ENTREVISTA a un fitopatdlogo de relevancia y socio
de la SEF. En esta ocasion tenemos el placer de conocer
mejor al Dr. Miguel Cambra que, como sabéis, se ha jubilado
e T2 recientemente, y que su pasion por la fotografia cientifica ha
"""'3"”""‘"'_“ hecho que la presente Junta decidiera que el concurso de
Fotografia que la SEF organiza en todos sus congresos lleve su
nombre. De la entrevista a este “fitofotopatdlogo” —como asi
se define él mismo- destacaria un sabio consejo, cada vez
mas necesario, para los fitopatdlogos jovenes: *Que salgan al campo
con sombrero y crema para no quemarse y escuchar lo que dicen las

plantas”.

oy %w DAD "\‘ La revista la completan interesantes secciones como
Py \"F_L FITOPATOLOGIA Y SOCIEDAD, RESENAS DE CONGRESOS, TESIS DOCTORALES
OE{%’%&\%EL V1A y COMENTARIOS DE ARTICULOS. Sin duda, un magnifico nUmero,

s s coordinado por Nieves Capote y Juan A. Navas, a quienes

se lo agradecemos infinitamente, y que espero que disfrutéis.

g yamah SRS Semarcid)

Vicente Pallas
Presidente de la SEF

Actimatadon ¥ Campa =

pichas o
du Experienciss
fundado en 1868 er\\
jos Jardines et Red

de alancid

seccion de Fitopafo
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Articulo.de revision.|

Deteccidn y seguimiento de patégenos vegetales

mediante técnicas de imagen

Monica PiNeDA
DoraDO es doctora
en Biologfa por

la Universidad de
Granada. Desde
2002 trabaja en el
departamento de
Bioquimica, Biologfa
Celular y Molecular
de Plantas de la
Estacién Experimental
del Zaidin (EEz-

csic) en Granada,
donde investiga las
alteraciones fisiolégicas
de las plantas
infectadas con virus,
hongos o bacterias
mediante protedmica
y técnicas de imagen.
Recientemente,

ha incorporado el
uso de algoritmos
clasificatorios a sus

investigaciones.

o)

MaARiA Luisa PErez-
BuUENO es doctora

en Bioquimica por

la Universidad de
Granada. En los
Gltimos afios ha
trabajado en el
departamento de
Bioquimica, Biologia
Celular y Molecular de
Plantas de la Estacién
Experimental del
Zaidin (EEZ-CSIC) en
Granada y en el Grupo
de Biotecnologia y
Biologfa Molecular

Esta publicacion esta dedicada a la memoria de

Juan Antonio Torés (1952-2018)

Monica PINEDA?!, MARiA Luisa PErRez-BUENO?, ANTONIO DE VICENTEZ,

Cavo Ramos® Y MATILDE BARGON Avaral

'Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular de Plantas. Estacion

Experimental del Zaidin, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (csic).

Granada.

Departamento de Microbiologfa y *Area de Genética. Facultad de Ciencias,
Universidad de Mailaga (uma). Instituto de Hortofruticultura Subtropical y
Mediterrdnea “La Mayora” (IHSM-UMA-CSIC). Mdlaga

Introduccion

La agricultura del siglo xxi se enfrenta a serios
retos como el aumento de la produccion, la
reduccion del area cultivable, el dafo am-
biental de las practicas agricolas en general
y el cambio climéatico con su impacto sobre
el desarrollo de la propia planta y las plagas
y enfermedades que le afectan. Un aspecto
de gran interés son los avances en las téc-
nicas relacionadas con la fitopatologia, que
puedan tener una repercusion en la manera
de solucionar estos retos.

El desarrollo de técnicas no invasivas para
el diagndstico del estrés vegetal mediante
la obtencién de imagenes de fluorescencia
roja, fluorescencia multicolor, reflectancia o
de temperatura, ha incrementado enorme-
mente nuestro conocimiento de la respuesta
de plantas y cultivos a patégenos y plagas.
Visualizar la gran diversidad de sefales lu-
minosas emitidas por las plantas es una
ingeniosa forma de sequir la expansion de
un patdgeno en su hospedador y, a la vez,
un valioso instrumento de deteccion pre-
sintomatica de la enfermedad, que evalua la

magnitud y el momento de los cambios in-
ducidos en la planta. Estas técnicas pueden
ser usadas en el laboratorio o en el campo
mediante teledeteccion.

En contraposicion, los métodos mas usados
para deteccion y diagndéstico de patdge-
nos (sintomatologia, aislamiento en cultivo
seqguido de pruebas bioquimicas y molecu-
lares, métodos seroldgicos y PCR), aunque
efectivos, pueden resultar relativamente
laboriosos y costosos, retrasandose el diag-
noéstico y ocasionando pérdidas de cultivos
gue podrian evitarse con tratamientos pre-
coces.

La contribucion de las técnicas de imagen
a la agricultura de precision ha ido paralela
con el desarrollo de nuevos sensores 6pti-
cos de alta resolucion y métodos de analisis
matematico innovadores y muy sofisticados
para el manejo de la enorme cantidad de
datos generados por los mismos. Todo ello
facilita el andlisis de las complejas interac-
ciones planta-patégeno, y permite visualizar
la heterogeneidad espacial y temporal de

6>>


mailto:adevicente@uma.es
mailto:marisa.perez@eez.csic.es
mailto:marisa.perez@eez.csic.es
mailto:matilde.baron@eez.csic.es
mailto:monica.pineda@eez.csic.es
mailto:adevicente@uma.es
mailto:crr@uma.es
mailto:monica.pineda@eez.csic.es
mailto:crr@uma.es

de Plantas en la
Universidad de

Castilla La Mancha.

Su investigacion se
centra en el fenotipado
de plantas sometidas

a estrés bidtico y
abidtico.
ececesescssscsceses

ANTONIO DE VICENTE
es doctor en Ciencias
Bioldgicas por la
Universidad de M4laga.
Es Catedrético de
Microbiologia en la
misma Universidad e
Investigador adscrito
al Departamento de
Proteccion Vegetal
del Instituto de
Hortofruticultura
Subtropical y
Mediterrdnea-UMA-
csic “La Mayora”.

Ha trabajado en la
biologfa y el control
de diferentes modelos
patégeno-planta
bacterianos y fingicos,
entre los que cabe
destacar: Pseudomonas
syringae-mango, oidio
de cucurbitdceas y
Rosellinia necatrix-

aguacate.
(o) g

Cavo Ramos, doctor
en Biologfa por

la Universidad de
Sevilla, es Catedratico
de Genética en

la Universidad de
Mailaga. Su linea

de investigacion

se centra en la

(o) tuberculosis del olivo

Técnicas de imagen en fitopatologia

los cambios fisioldgicos de plantas y cultivos
durante la patogénesis, amplidndose asi las
posibilidades de deteccién de enfermedades
mediante la observacion de sintomas visua-
les o por los métodos tradicionales anterior-
mente mencionados.

En esta revisién nos centramos en las con-
tribuciones de sus autores al estudio de
enfermedades de plantas causadas por vi-
rus, bacterias y hongos, mediante el uso de
técnicas de imagen, como la detecciéon de
la fluorescencia roja emitida por la clorofila
(ChlI-FI; del inglés, chlorophyll fluorescence
imaging), de la fluorescencia multicolor in-
ducida por luz UV (MCFI; del inglés, multi-
colour fluorescence imaging) o la termogra-
fia. Las imagenes de distintos parametros
obtenidos durante la cinética de induccién
de la Chl-F por luz visible proporcionan in-
formacién sobre los procesos fotoquimicos
de transporte electrénico y los de disipacién
de la energia no utilizada en fotosintesis.
Los cambios en MCFI, principalmente los de
la fluorescencia azul (F440) o verde (F520)
estan relacionados con la presencia de com-
puestos fendlicos, como escopoletina, o los
acidos clorogénico, ferulico o cafeico, im-
plicados en la defensa de las plantas, y en
la activacion o represion del metabolismo
secundario inducido por los patdégenos. Por
ultimo, las imagenes termales muestran la
transpiracién vegetal durante la patogéne-
sis y ponen de manifiesto el protagonismo
de los estomas en la inmunidad innata de
la planta. De este modo, la combinacion
de todas estas técnicas permite visualizar a
tiempo real la orquestacion de los cambios
inducidos por los patégenos desde los pri-
meros estadios del proceso de infeccion de
plantas.

TRES TECNICAS DE CAPTURA
DE IMAGENES PARA LA DE-
TECCION Y SEGUIMIENTO DE
PATOGENOS VEGETALES

Cinética de induccion de la fluo-
rescencia roja emitida por la clo-
rofila

La curva de induccién de la Chl-F con luz
fotosintéticamente activa proporciona una
valiosa informacion acerca de la eficiencia
del fotosistema Il (en inglés, PSII), e indirec-
tamente de la asimilacion de CO,P! De este
modo, permite analizar el resultado de la
competencia entre tres procesos determi-
nantes del estado fisiolégico de las plantas:
la actividad fotoquimica del PSlI, la disipa-
cion de la energia no utilizada en fotosin-
tesis como calor y la propia fluorescencia
roja. El seguimiento de estos procesos se
realiza mediante la obtencién de imagenes
correspondientes a los parametros extraidos
de esta cinética. Dichos parametros estan
relacionados con los procesos fotoquimicos,
como el rendimiento cuantico del PSII (®psi)
y su rendimiento cuantico maximo (F /F,;
en una planta sana suele alcanzar valores
de 0,8); o con la energia disipada en forma
de calor, como el quenching no fotoquimico
(NPQ). Las plantas infectadas con virus, bac-
terias u hongos muestran cambios, en mu-
chas ocasiones presintomaticos, en algunos
de estos pardmetros, que se asocian a per-
turbaciones fisiolégicas ocasionadas por el
agente fitopatégeno. Ademas, estos para-
metros también pueden ser utilizados para
distinguir alteraciones en el metabolismo de
la planta causadas por interacciones compa-
tibles, de las causadas por las incompatibles.

Se han obtenido imagenes de parametros de
Chl-F para diversas interacciones virus-plan-
ta, tanto en hojas inoculadas como en las
infectadas sistémicamente. Dichas imagenes
muestran alteraciones fisioldgicas durante la
patogénesis, ya sea en areas sintomaticas
como asintomaticas. La tasa de inhibiciéon de
la actividad fotosintética puede ir asociada a
la gravedad de los sintomas o manifestarse
antes de su desarrollo, facilitando el diag-
nostico presintomatico. En infecciones por el
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y otras enfermedades
causadas por bacterias
en adelfa, fresno,
retama y la planta
ornamental Mandevilla
spp., mediante
estrategias que van
desde la fitopatologia
convencional hasta
aproximaciones
moleculares y
gendémicas. Durante
los dltimos afios

ha actuado como
colaborador del Area
de Agricultura de la
Agencia Estatal de
olnvestigacién.

MATILDE BARON
AYALA es doctora en
Ciencias Biolégicas con
Premio Extraordinario
por la Universidad

de Granada. Desde
2014 es directora de la
Estacién Experimental
del Zaidin del csic,
donde inicié su
carrera investigadora
en 1981. Su linea

de investigacion se
centra en el fenotipado
vegetal y el estudio

de factores de estrés
bidtico y abidtico
mediante técnicas de
captura de imagen.

Es miembro de la
Comisién de Etica del
csIC y ha sido vocal de
la Comisién de Area
de Ciencias Agrarias
del csic y gestora
asociada del programa

EXPLORA del MICINN.

o,

Técnicas de imagen en fitopatologia

Control

PMMoV-I

dpi

17

21 24

Figura 1. Imagenes del quenching no fotoquimico (NPQ) en el estado estacionario de hojas asintomaticas de
Nicotiana benthamiana infectadas con la cepa italiana del virus del moteado suave del pimiento (PMMoV-I),
asi como de sus respectivos controles (inoculados con tampdn fosfato 20 mM pH 7), a diferentes dias posti-
noculacion (dpi). La escala de falsos colores indica la intensidad del NPQ [Modificado con permiso a partir de

Pérez-Bueno et al. (2006)].

tobamovirus del moteado suave del pimien-
to (PMMoV, del inglés Pepper mild mottle
virus) se encontré una correlacion entre la
distribucion del virus en la hoja asintomatica
de Nicotiana benthamiana y el patrén foliar
de NPQ [Figura 1]: las areas invadidas por
el virus muestran altos valores de NPQ que
con el tiempo progresan a tejidos adyacen-
tes, lo que permite hacer un seguimiento en
tiempo real del movimiento del virus a tra-
vés de la planta. La descarga del virus en la
hoja produce una inhibicién del transporte
electrénico fotosintético que lleva asociada
bajos valores de F /F,, y ®rsi. Asi, el exceso
de energia de excitacién se disipa en for-
ma de calor (medido como NPQ), para evi-
tar la fotoinhibicién®. Durante la infeccién
asintomatica por virus del enrollamiento
3 (GLRaV-3, del inglés Grapevine leafroll-
associated virus 3) de la variedad de vid
de uva blanca Malvasia de Banyalbufar, el
descenso en parametros como F /F,, y desi
muestra fotoinhibicién en las plantas infecta-
das, con pérdida de funcionalidad cloroplas-
tidica. El incremento de NPQ se correlaciona
con el descenso en los niveles de interme-
diarios fotorrespiratorios®. La Chl-Fl ha sido
utilizada también con éxito para distinguir
infecciones bacterianas compatibles de in-
compatibles. Rodriguez-Moreno et al.l'”
encuentran un notable descenso en NPQ en

el caso de hojas asintomaticas de Phaseolus
vulgaris inoculadas con Pseudomonas syrin-
gae pv. phaseolicola (Pph, infeccién sistémi-
ca) con respecto a los controles sanos o a las
hojas inoculadas con P syringae pv. tomato
(Pto, reaccion hipersensible o HR) [Figura 2].

A bajas dosis de in6culo, la bacteria Dicke-
ya dadantii (causante de la podredumbre
blanda en numerosas especies de interés
agronémico) induce, en N. benthamiana, un
descenso en®psii y un incremento en NPQ,
indicativo de un aumento en la capacidad
de disipacién energétical. Esto constituye
un mecanismo de defensa que parece aso-
ciado con la inhibicién de la maceraciéon de
los tejidos infectados. La regulacion a la baja
de la fotosintesis forma parte del sistema de
defensa vegetal para limitar las fuentes de
carbono al patdégeno vy redirigirlas al meta-
bolismo secundario. Por otro lado, el meca-
nismo subyacente al NPQ afecta de forma
positiva a los mecanismos de inmunidad
inducida por PAMP (patrones molecula-
res asociados a patdgenos, de las siglas en
inglés de pathogen-associated molecular
patterns).

También se ha llevado a cabo el analisis me-
diante Chl-Fl de la podredumbre blanca cau-
sada por el hongo radicular Rosellinia neca-
trix en aguacate (Persea americana Mill.),
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La regulacién
a la baja de la
fotosintesis
forma parte
del sistema de
defensa vegetal
para limitar
las fuentes

de carbono

al patégeno y
redirigirlas al
metabolismo
secundario

La biosintesis
de muchos
compuestos
fendlicos se
activa durante
el estrés vegetal.
Parte de estos
compuestos
emiten
principalmente
fluorescencia
verde y azul
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Figura 2. Imagenes a diferentes dias postinoculacion (dpi) de parametros de fluorescencia roja emitida por

la clorofila (Chl-FI), que diferencian la interaccion compatible e incompatible establecida con judia (Phaseolus
vulgaris) por las cepas Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Pph) 1448A y Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 (Pto), respectivamente. Imagenes del (a) rendimiento cuéntico efectivo del fotosistema obtenidas a 5s
(Dpssi5s) y del (b) quenching no fotoquimico a 20 s (NPQ,,) durante la cinética de induccion de fluorescencia

roja de la clorofila; (c) NPQ

20s

de tres hojas de diferentes plantas de judia inoculadas con Pph a 14 dpi. La escala

de falsos colores representa la intensidad de cada pardametro. Las imagenes se han obtenido a partir de hojas de
judia control (infiltradas con una solucién de MgCl, 10 mM) e inoculadas en la mitad derecha de la hoja con la
bacteria [Modificado con permiso a partir de Rodriguez-Moreno et al. (2008)].

cuyos sintomas en la parte aérea aparecen
de forma tardia. Las imagenes de algunos
pardmetros de Chl-F revelan diferencias
significativas entre plantas sanas e infecta-
das en fases presintomaéticas tardias de la
infeccion, sugiriendo que el cloroplasto ha
sido afectado. En cambio, otros pardmetros
como F /F, decrecen drasticamente con
respecto al control sélo con la aparicién de
los primeros sintomas, indicando un dafo
fotooxidativo, probablemente asociado con
el estrés hidrico inducido por el patégeno
[Figura 3]

Fluorescencia multicolor inducida
por luz UV

La excitacién de una hoja con luz UV
(320-400 nanémetros, nm) induce cuatro
bandas de fluorescencia caracterfsticas con

picos cercanos a 440 nm (azul; F440), 520

nm (verde; F520), 690 nm (rojo; F690) y
740 nm (rojo lejano; F740), cuyas corres-
pondientes imdgenes pueden ser captadas
con el objetivo de analizar el estrés bioti-
co asociado a la infeccién por patégenos.
Por otro lado, la biosintesis de muchos
compuestos fenodlicos, principalmente de
la ruta de los fenil-propanoides, se activa
durante el estrés vegetal, como parte de los
mecanismos de defensa de las plantas. So-
metidos a luz UV, parte de estos compues-
tos emiten principalmente fluorescencia
verde y azul. Este es el caso de los 4cidos
hidroxicindmicos como ferdlico o clorogé-
nico. Ademas, la clorofila a emite F690 y
F740, aunque estos pardmetros no estin es-
trictamente relacionados con la actividad
fotosintética, ya que la luz UV no es fo-
tosintéticamente activa. Los cocientes en-
tre estas emisiones de fluorescencia F440/

F520, F440/F690, F440/F740 y F690/F740



Los cocientes
F440/F520,
F440/F690,
F440/F740 y
F690/F740

son de gran
utilidad para el
seguimiento de
enfermedades y
otras situaciones
de estrés vegetal

Los estomas

son una via de
entrada natural
de muchos
patégenos y se
ha destacado su
papel como parte
de la respuesta
defensiva de la
planta
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Figura 3. Imagenes del rendimiento cuntico del fotosistema
II'o F,/F,, (panel superior) de hojas de arboles de aguacate
control (C) e infectados con el hongo Rosellinia necatrix (R),
tras 25 y 28 dias postinoculacion (dpi). En el panel inferior,
imagenes del quenching no fotoquimico en el estado esta-
cionario (NPQ) de las mismas hojas en los mismos tiempos
postinfeccion. La escala de falsos colores indica la intensidad
de los pardmetros medidos mediante Chl-FI [Modificado con

permiso a partir de Granum et al. (2015)].

son de gran utilidad para el seguimiento de
enfermedades y otras situaciones de estrés
vegetal!,

La eficiencia diagndstica de la captura de
imdgenes aumenta cuando se combina, en
el mismo sistema huésped-patégeno, con
otras técnicas como la metabolémica, lo
que permite conocer en mayor detalle el
impacto del patégeno en el metabolismo
primario o secundario de la planta. En el
caso anteriormente citado de la infeccién
por el GLRaV-3, los datos de metabolémi-
ca obtenidos en este sistema sefialan que la
concentracién de flavonoles como mirice-
tina, kaempferol y derivados de quercitina
y 4cidos hidroxicindmicos, como el cafei-
co, se incrementan durante la infeccién
viral, lo que se refleja en un aumento de

F440, F520 en las hojas, y cambios
en F440/F680, F440/F740, F520/
F680 y F520/F740. Por otra par-
te, la infeccién viral sistémica de
PMMoV en plantas de N. bentha-
miana produce alteraciones en la
emisién de F440 y F520, ligadas a
altos niveles de 4cido clorogénico
[Figura 4]”. En cambio, en el caso
de N. benthamiana infectada por
D. dadantii, F520 es el pardmetro
mds sensible para un diagndstico
temprano. Su emisién se localiza
inicialmente en el apoplasto y pos-
teriormente en las células del me-
séfilo. Los ensayos metabolémicos
en este sistema sefialan al 4cido
fertlico y la escopoletina como los
probables emisores de fluorescen-
cia verdel.

o  Termografia de imagen

Los estomas no sélo controlan el
intercambio de gases en el proceso
fotosintético, sino también el pro-
ceso de transpiracién que refrigera
a la planta y constituye una fuer-
za motriz para la captura de agua
y nutrientes. Ademads, son una via
de entrada natural de muchos pa-
tégenos vy, en los dltimos afios, se
ha destacado su papel como parte de la res-
puesta defensiva de la planta. De hecho, se
han descrito patégenos que son capaces de
manipular las rutas de sefializacién impli-
cadas en defensa promoviendo el cierre o
apertura estomdtico en su beneficio.

Las cdmaras termales captan la radiacion
del infrarrojo cercano emitida por plantas
y cultivos y, por consiguiente, su tempera-
tura, que se correlaciona de forma inver-
sa con la transpiracién y la conductancia
estomatica. Ademds, la apariciéon de cé-
maras con una resolucién cada vez mayor
ha hecho posible monitorizar de forma in-
directa el comportamiento estomdtico de
plantas y cultivos, con especial interés en
evaluacién de sequia. Sin embargo, en los



Los patégenos
vegetales pueden
dar lugar a
cambios en la
temperatura
foliar que, en
ocasiones, son
presintomaticos
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Figura 4. Imagenes de MCFI de la cara abaxial de hojas asintomaticas de Nicotiana benthamiana infectadas
con las cepas espafiola (PMMoV-S) e italiana (PMMoV-I) del virus del moteado suave del pimiento, asi como
de sus respectivos controles inoculados con tampon fosfato 20 mM pH 7. Panel superior: Imagenes de la
fluorescencia azul (F440), verde (F520), rojo (F690) y rojo-lejano (F740). Panel inferior: imagenes de los
cocientes de fluorescencia F440/F520, F440/F690, F440/F740 y F690/F740 de las mismas hojas. Para cada
tratamiento y pardmetro mostrado, se ilustran las imagenes antes (5 dias postinoculacién) y después (17 dias
postinoculacion) de que los principales cambios en la emision de fluorescencia ocurran. La escala de falsos
colores representa la intensidad del parametro mostrado en cada panel [Modificado con permiso a partir de

Pineda et al. (2008)].

Gltimos afios también se han usado para
conocer el impacto de infecciones virales,
bacterianas y fingicas. La combinacién
de estas técnicas con las anteriormente
descritas (Chl-FI y MCFI) incrementa las
posibilidades diagnésticas y pone de mani-
fiesto la compleja heterogeneidad espacial
y temporal de procesos esenciales para la
planta, como la fotosintesis, el metabolis-
mo secundario y la transpiracién. En mu-
chas ocasiones puede combinarse el uso de
cdmaras termales con el de multiespectra-
les o hiperespectrales a la bisqueda de una
“huella” espectral del patégeno.

Los patégenos vegetales, ya provoquen in-
feccidn sistémica o induzcan una HR, pue-
den dar lugar a cambios en la temperatura
foliar que, en ocasiones, son presintomati-
cos. Por ejemplo, las hojas asintomdticas
de plantas N. benthamiana inoculadas con

PMMoV registran un incremento térmi-
co antes de la descarga del virus desde el
floema. Las imdgenes termales también
han resultado de utilidad para diferenciar
relaciones planta-bacteria, como es el caso
de las interacciones compatibles e incom-
patibles establecidas por los patovares de
P. syringae Pph y Pto, respectivamente, en
hojas de judfa. En las primeras horas tras
la inoculacién, el incremento de tempera-
tura detectado en las dreas inoculadas se
adelanta en la infeccién con Pph, lo que
puede ser atribuido a la ausencia en cepas
pertenecientes a este patovar de una toxi-
na capaz de producir la reapertura estoma-
tica, como es la coronatina, que si secreta
Pto. El efecto de la infeccién bacteriana en
la regulacién estomatica también se ana-
liz6 en N. benthamiana infectada con D.
dadantii [Figura 5]. El incremento térmico
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El desafio

es doble: la
obtencion de los
datos a partir
de las imdgenes
y el analisis de
los mismos. El
avance de la
informatica y
de herramientas
matematicas
propias del

big data, han
ayudado a
salvar estos dos
obstaculos
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en las zonas inoculadas es dependiente de
la dosis del in6culo bacteriano, y el cierre
estomdtico durante la infeccién podria ser
desencadenado por la percepcion de los
PAMP vy controlado por 4cido salicilico y
abscisico, que se ven incrementados du-
rante la infeccion®.

TRATAMIENTO DE LOS DATOS
MEDIANTE ALGORITMOS
CLASIFICATORIOS

Los sensores &pticos proporcionan un
gran volumen de informacién que alcan-
za el orden de los terabytes. Toda esta
compleja informacién recopilada a nivel
espectral, espacial y temporal, requiere el
uso de métodos de gran capacidad para su
manejo, andlisis e interpretacion, de cara
a conseguir en el menor tiempo posible la
deteccién temprana del estrés bidtico. El
desafio es doble: la obtencién de los datos
a partir de las imdgenes y el anilisis de los
mismos. En los Gltimos afios, el avance de
la informdtica y de las herramientas ma-
temadticas propias del big data (herramien-
tas de gestion de grandes volimenes de
informacién), han ayudado a salvar estos
dos obstdculos. Por una parte, el desarro-
llo de software especifico para el manejo
de imdgenes estd permitiendo automatizar
su almacenamiento y obtencién de datos
numéricos a partir de ellas. Por otro lado,
las herramientas de big data han supuesto
un gran avance en la agricultura de preci-
sién y el fenotipado vegetal. Son un con-
junto de algoritmos clasificadores (machine
learning o aprendizaje automdtico) capa-
ces de predecir a qué categoria pertenece
una determinada muestra a partir de la
informacién previamente almacenada y
aprendida. Estos clasificadores ya se han
aplicado con éxito en la deteccién tem-
prana de enfermedades vegetales a partir
de datos obtenidos mediante imdgenes.
En el caso de cucurbiticeas (calabacin y
melén) infectadas con la bacteria necro-
trofa D. dadantii, se utilizaron pardmetros
provenientes de termografia de imagen,
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Figura 5. Imagenes de la evolucion en el tiempo
de la temperatura foliar de Nicotiana benthamiana
infectada con diferentes concentraciones de la bac-
teria Dickeya dadantii. LD (baja dosis, equivalente a
10 ufc - mL™") y HD (alta dosis: 10° ufc - mL™"); asi
como de sus respectivos controles (C) inoculados
con MgCl, 10 mM. (a) Imagenes RGB de las tres
hojas analizadas, mostrando el area inoculada. (b)
Evolucion de la temperatura de la zona infiltrada a
diferentes horas y dias postinoculacién (hpiy dpi,
respectivamente). (c) Imagenes de las mismas hojas
mostradas en el panel (a) a diferentes hpi. La escala
de falsos colores que acompafa a la imagen muestra
la temperatura foliar en °C [Modificada con permiso
a partir de Pérez-Bueno et al. (2016)].

MCEFI y Chl-FI para alimentar diversos al-
goritmos'"*’+ Estos modelos se entrenaron
en diferentes dreas de la hoja inoculada o
en hoja completa y se ensay6 su capacidad
de clasificar nuevas muestras como sanas o

enfermas.
USO FUTURO DE SENSORES
OPTICOS EN AGRICULTURA

DE PRECISION Y FENOTIPADO
VEGETAL

Los sensores 6pticos disponibles en la ac-
tualidad ofrecen miuiltiples aplicaciones en
la agricultura de precisién y el fenotipado
vegetal, para la deteccién automadtica y
temprana de interacciones planta-patége-
no’l. El trabajo puede realizarse a distintas
escalas: célula, hoja, planta, parcela expe-
rimental o ecosistema. Es posible obtener
una gran diversidad de pardmetros depen-

_, ,"*_, " ‘1

y
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La combinacién
de sensores
permite
incrementar

el nimero

de procesos
vegetales que
pueden ser
analizados
simultdneamente

Para la agricul-
tura de precision
del futuro serd

de gran utilidad

el uso en campo

e invernadero de
estas herramientas
de imagen
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diendo del sensor usado y de la plataforma
desde la que se trabaje (microscopio, pe-
quefios robots que se desplazan en la zona a
analizar, plataformas automatizadas de alto
rendimiento, vehiculos variados, drones,
aviones y satélites). Entre los sensores de
eleccién se encuentran las cdmaras digi-
tales para la obtencién de imdgenes RGB
(sigla en inglés de “red, green, blue”, en es-
pafiol “rojo, verde y azul”), los sensores 3D,
cdmaras multi e hiperespectrales, ciamaras
de infrarrojos y diversos sistemas para la
obtencién de imdgenes de fluorescencia
roja o verde-azul. La combinacion de sen-
sores permite incrementar el nimero de
procesos vegetales que pueden ser anali-
zados simultdneamente, lo que resulta un
enfoque muy prometedor para identificar
“marcas de identidad” para un patégeno
concreto y su diagnéstico temprano.

Los sensores termales se estdn usando para
detectar cambios tempranos en la tempe-
ratura de los cultivos por la presencia de
patégenos foliares o radiculares. Las limi-
taciones de las mediciones de fotosintesis
en campo mediante Chl-FI estan siendo
resueltas mediante, entre otros métodos,

el empleo de ldseres como inductores de
la emisién de fluorescencia. En cambio, y
hasta la fecha, la MCFI es un reto tecnols-
gico sin solventar debido al tipo de luz de
excitacion usada.

Para la agricultura de precision del futuro
serd de gran utilidad el uso en campo e in-
vernadero de estas herramientas de imagen,
que evaluardn la gravedad, incidencia y
progresion de las enfermedades vegetales y
permitirdn tomar medidas de proteccién en
el momento adecuado. Los sensores épticos
pueden también ser implementados en pro-
gramas de fenotipado vegetal para valorar
los niveles de susceptibilidad o resistencia a
patégenos de distintos genotipos vegetales
y sus mecanismos de defensa frente a ellos.
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Introduccién

Desde los primeros estadios del proceso
de infeccién por parte de un fitopatégeno
se ponen en marcha una serie de comple-
jos mecanismos tanto en la planta como
en el microorganismo invasor. El didlogo
genético-molecular establecido entre ellos
que, entre otras rutas, involucra a com-
plicadas vias hormonales de sefializacién,
puede dar lugar a profundas alteraciones a
nivel celular e histolégico en el huésped,
no sélo a nivel local sino, en ocasiones,
también de cardcter sistémico, asi como
a modificar el comportamiento del agente
patégeno durante su fase parasitica. Estos
cambios, que incluyen variacién en la ex-
presién de genes y represién o activacién
de diversas rutas metabdlicas, suponen,
entre otras consecuencias, la acumulacién
de metabolitos con funciones variables no
s6lo en la planta huésped, sino también en
el patégeno y en el conjunto de microrga-
nismos que con ellos interaccionan. Ante
la complejidad de estos procesos, y tenien-
do en cuenta la ingente cantidad de datos
que se obtienen a través de las poderosas
metodologias que hoy se aplican en su es-
tudio, se hace imprescindible disponer de
herramientas bioinformdticas avanzadas
que permitan integrar y analizar toda esta
informacién. Estas metodologias se englo-
ban bajo la denominacién de “émicas”, y
estan resultando de una enorme utilidad
para una mejor compresion de los procesos
biolégicos desde una perspectiva global. El
término “6mica” engloba a un conjunto
de tecnologias empleadas para estudiar la
funcién y las relaciones de varios tipos de

(macro)moléculas de un organismo (4ci-
dos nucleicos, proteinas o compuestos qui-
micos de diversa naturaleza), asf como de
los cambios que, de forma global, tienen
lugar al interaccionar con otros organis-
mos o con el ambiente. Dependiendo del
tipo de (macro)molécula que se analice y
de la informacién biolégica que queramos
obtener, podemos distinguir a la genémica
y metagenémica (ADN), transcriptémica
y metatranscriptomica (ARN), proted-
mica (protefnas), metabolémica (meta-
bolitos) y microbiémica (comunidades
microbianas). Por lo tanto, las dmicas se
ocupan de analizar genes, proteinas, com-
puestos quimicos y microorganismos desde
una perspectiva global, lo que supone un
importante paso adelante en el estudio y
comprensiéon de las interacciones plan-
ta-microorganismo utilizando un enfoque
holistico. Asf, por ejemplo, se han emplea-
do las émicas para profundizar en el cono-
cimiento de los mecanismos de respuesta
de las plantas ante el ataque de virus, hon-
gos o bacterias. En el drea de estudio que
nos ocupa, la gendmica y la transcriptémi-
ca han evolucionado a mayor velocidad,
ofreciendo una ingente cantidad de infor-
macién en comparacién con los estudios
proteémicos y metabolémicos, hoy por hoy
mds escasos debido, en parte, a una mayor
dificultad en su ejecucion. A pesar de sus
limitaciones estas tecnologias permiten,
por ejemplo, la identificacién a una escala
sin precedentes de genes, proteinas o rutas
metabdlicas involucradas en la resistencia
a enfermedades, patogenicidad, biocon-
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Sostenible (1As) del
csic, en Cérdoba. Sus
lineas de investigacién
se centran en el estudio
de las bases moleculares
de interacciones
tripartitas planta/
agente de control
biolégico/agente
fitopatégeno mediante
aproximaciones
moleculares y émicas,
la caracterizacién de
bacterias endéfitas
beneficiosas y los
mecanismos implicados
en la resistencia/
tolerancia natural

al patégeno y de
resistencia inducida por
QO microorganismos.

Entre las
enfermedades
mas relevantes o
amenazadoras del
olivar destacan
determinadas
micosis y
bacteriosis

Patologias del olivar y omicas

trol, etc., y se postulan como herramientas
ttiles para el futuro desarrollo de nuevas
variedades mds resistentes a enfermedades,
la promocién del crecimiento vegetal, el
control m4s eficiente de patégenos, o la
reduccién en el uso de fertilizantes y pla-
guicidas quimicos.

Este articulo repasa de forma breve algu-
nas de las enfermedades mds relevantes
que afectan al olivar y cémo la utilizacién
de aproximaciones metodoldgicas de base
émica nos estdn ayudando a comprender,
de una forma m4s profunda y global (holis-
tica), los mecanismos genético-molecula-
res intimos que gobiernan estas interaccio-
nes patogénicas. El conocimiento a nivel
basico de los procesos implicados servir,
sin lugar a dudas, para desarrollar nuevas,
potentes y mds eficaces herramientas de
control.

ENFERMEDADES RELEVANTES
EN EL CULTIVO DEL OLIVO

El olivo (Olea europea L. subsp. europaea
var. europaea) es uno de los cultivos olea-
ginosos mds importantes del mundo, par-
ticularmente de la cuenca mediterrdnea
donde constituye una parte esencial de
su economia, historia y cultura, confor-
mando a lo largo de los siglos uno de los
agroecosistemas mds notables y estables
que puedan encontrarse sobre la superfi-
cie del planeta. El olivo, como cualquier
especie cultivada, es susceptible al ataque
de numerosos patégenos cuya incidencia y
relevancia dependen de una variedad de
factores asociados a situaciones climdticas,
ambientales, pedoldgicas, etc. presentes
en una determinada drea geogréfica, pro-
vocando pérdidas considerables, incluso la
muerte del drbol, y comprometiendo gra-
vemente la viabilidad de las plantaciones
en algunos casos. Condiciones climaticas
cambiantes y especialmente favorables
para el desarrollo de algunas enfermedades,
manejos inadecuados del cultivo, pérdida
de diversidad, o cambios introducidos en
la moderna olivicultura son, entre otros,

algunos de los factores que eventualmen-
te pueden agravar los problemas fitopato-
l6gicos tradicionales del olivar, o facilitar
la emergencia de nuevas enfermedades,
poniendo en riesgo el equilibrio alcanzado
secularmente en este agroecosistema. La
nueva olivicultura intensiva trae consigo
una mayor uniformidad varietal y un sis-
tema mas forzado de cultivo (riego, fertili-
zantes, densidades mayores, tratamientos,
etc.), lo que conlleva una mayor dificultad
para el control de plagas y enfermedades.
Entre las enfermedades mds relevantes o
amenazadoras del olivar destacan determi-
nadas micosis que afectan a partes aéreas
del 4rbol (repilos y antracnosis), micosis
vasculares (verticilosis) y radicales (podre-
dumbre de raices por Phytophthora spp.), y
bacteriosis como la tuberculosis y, de alar-
mante y reciente aparicién, el sindrome
del decaimiento rapido del olivo. Ofrece-
mos a continuacién un breve sumario de
algunas de estas patologias, en concreto
aquellas en las que ya se han utilizado
abordajes émicos. Sobre estas enfermeda-
des, asi como de otras que afectan al olivar
con incidencia e importancia variable, el
lector interesado encontrard excelentes
monografias y trabajos de investigacién en
los habituales repositorios cientificos.

Verticilosis

La verticilosis del olivo (VO) es una en-
fermedad causada por el hongo hemibio-
trofo de suelo, Verticillium dahliae Kleb.,
ampliamente distribuido por la cuenca
mediterrdnea y que afecta a un gran nu-
mero de especies lefiosas y herbiceas. Ge-
neralmente, esta enfermedad se manifiesta
por dos sindromes denominados apoplejia
(clorosis y pérdida de rigidez en las hojas)
y decaimiento lento (necrosis de inflores-
cencias, momificacién de los frutos, defo-
liacién de hojas verdes, que pueden darse
conjuntamente) [Figura 1]. Es una de las
enfermedades mas devastadoras en Espa-
fia, especialmente en Andalucia, donde
los aislados mas virulentos del patégeno
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Figura 1. Sintomas causados en olivo por ataques de Verticillium dahliae.
(A) Caracteristica afectacion sectorial en un olivo Picual en condiciones
de campo; Deformacion y clorosis en hojas apicales (B) y defoliacion
masiva de hojas verdes (C) observadas en plantones de la variedad Picual
tras inoculacion artificial con un aislado del patotipo defoliante de V.
dahliae en condiciones controladas de invernadero (Fotografia tomada
por Jests Mercado-Blanco).

(patotipo defoliante, D) pueden causar
elevada mortalidad en plantaciones co-
merciales, situacién que en algunas zonas
llega a ser alarmante. Ante la imposibili-
dad de un tratamiento efectivo contra la
VO se recomienda un manejo integrado
de la enfermedad basado fundamental-
mente en la aplicaciéon de medidas de
control preventivas. Para una revisién
de la enfermedad y su control consultar,
por ejemplo, Lépez-Escudero y Mercado-

Blanco (2011)%°,

Antracnosis

La antracnosis del olivo, conocida co-
minmente como “aceituna jabonosa”, es
causada por diversas especies de hongos
del género Colletotrichum pertenecientes
a los complejos Colletotrichum acutatum

sensu lato (s.l.) Guerber
& Correl, y Colletotrichum
gloeosporioides s.l. (Ston.)
Spauld & Schrenk. Situa-
ciones de humedad alta
favorecen los ataques del
patégeno, afectando en
las primeras fases s6lo a los
frutos, los cuales muestran
caracteristicas manchas
redondas necréticas de
color marrén. En estadios
posteriores, la enferme-
dad evoluciona provo-
cando marchitez y secado
de hojas y ramas. Cuando
la humedad es elevada se
forma sobre las lesiones
necrdticas una sustancia
gelatinosa y anaranjada
que alberga gran cantidad
de esporas, sintoma por
el que recibe el nombre
vulgar antes mencionado.
Existen pocas medidas de
control efectivas frente a
la enfermedad, por lo que
la integracién de diferen-
tes acciones de control,
incluyendo métodos culturales, utilizacién
de variedades resistentes y control quimi-
co es lo mds recomendado. Sobre esta en-
fermedad sugerimos consultar, entre otros

trabajos, a Moral et al. (2017)%..

Repilo

El repilo es la enfermedad m4s importan-
te que afecta a 6rganos aéreos en el oli-
var. El agente causal de esta enfermedad
es el hongo hifomiceto Spilocaea oleagina
(Cast.) Hughes (=Fusicladium oleaginum=
Crycloconium oleaginum). Los sintomas mds
caracteristicos son la aparicién de unas
manchas circulares o anulares que se ob-
servan principalmente en el haz foliar,
de tamafio variable y color oscuro debi-
do al desarrollo de las esporas [Figura 2].
En infecciones muy avanzadas y severas
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Figura 2. Sintoma foliar caracteristico de olivo afectado por
Spilocaea oleagina (Fotografia tomada por Jests Mercado-Blanco).

se observa gran defoliacién. Como en los
casos anteriores, no existe una medida de
control individual efectiva y, por lo tanto,
se recomienda una estrategia de manejo
integrado de la enfermedad. El uso de va-
riedades resistentes y fungicidas y protec-
tores orgénicos es de gran ayuda y, ya que
la presencia de agua libre sobre las hojas
constituye un factor determinante para
que se produzca la infeccién, se recomien-
dan también aquellas medidas culturales
que favorezcan la ventilacién de los drbo-
les, como pueden ser las podas selectivas o
los marcos de plantacién que eviten copas
densas o muy juntas. Para un lectura mas
detallada sobre esta enfermedad (y de los
repilos en general) y su control, consultar

Trapero y Roca (2004)0

Tuberculosis

La tuberculosis del olivo (TO)
estd causada por la bacteria Pseu-
domonas savastanoi pv. savastanoi
Smith. (Psv), que tiene como
huésped principal al olivo, aun-
que puede también afectar a otras
lefiosas. La infecciéon del patdge-
no se produce a través de heridas
en la planta, causando eventual-
mente la formacién de verrugas o
tumores en ramas, tallos, brotes vy,
de forma menos frecuente, en ho-
jas y frutos [Figura 3]. Estos tumo-
res debilitan al 4rbol, provocando

pérdida de productividad y dismi-
nucion en la calidad del aceite.
Los tumores son un reservorio de
bacterias que pueden dar lugar a
infecciones secundarias a través
de exudados o incluso por movi-
miento de aquellas a través de los
haces vasculares. Las infecciones
TO son muy dificiles de combatir
y, al igual que en las patologias ya
referidas, el control efectivo de la
enfermedad requiere de una estra-
tegia de manejo integrado de la
misma. Una revision exhaustiva
sobre la enfermedad y su control puede
encontrarse en Ramos et al. (2012)2%.

Decaimiento rapido del olivo

El sindrome del decaimiento rdpido del
olivo (OQDS, del inglés Olive Quick
Decline Sindrome) es una enfermedad cau-
sada por la bacteria Xylella fastidiosa Wells.,
endémica del continente americano, y ca-
talogada como organismo de cuarentena
en la UE. En 2013 se detecté por primera
vez afectando al olivo en Europa, en la re-
gién italiana de Apulia, situacién que ha
generado gran alarma. Esta bacteria se pro-
paga utilizando como vectores insectos ci-
cadélidos y cercépidos. Philaenus spumarius
L., muy frecuente, polifago y abundante en
el olivar, es responsable de la transmisién
de la bacteria en Apulia. Este patégeno tie-
ne un espectro de huéspedes muy amplio

Figura 3. Tumores causados por Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi en olivo (Fotografia tomada por Jesus Mercado-Blanco).
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y los sintomas de la enfermedad varfan de
unos a otros. En olivos infectados aparece
marchitez y secado de hojas, sintomas que
pueden afectar a ramas completas e inclu-
so a 4rboles enteros. El oscurecimiento de
los vasos del xilema es otro sintoma ca-
racteristico. Actualmente no hay ningtn
tratamiento efectivo contra X. fastidiosa,
por lo que el agricultor se debe enfrentar
a la drastica solucién de eliminar todos los
olivos en un radio de 100 metros desde el
foco detectado. Para una mayor informa-
cién acerca de la situacién actual de la en-
fermedad, sugerimos la lectura de Landa et

al. (2017)181,

OMICAS APLICADAS AL
CONTROL DE ENFERMEDADES
DEL OLIVO

Ofrecemos a continuacién un breve repaso
a trabajos dirigidos a profundizar en el co-
nocimiento y control de las enfermedades
citadas en el apartado anterior mediante

el empleo de diferentes aproximaciones
Smicas. Esta exposicién no aborda los fun-
damentos sobre las metodologias utilizadas
(genémica, transcriptémica, protedmi-
ca, metabolémica o microbiémica), sino
ejemplos ilustrativos aplicados especifica-
mente al estudio de determinadas patolo-
gias que afectan al olivar. Se remite a los
lectores interesados en profundizar sobre
los fundamentos mecanisticos de las dife-
rentes metodologfas dmicas a la abundan-
te literatura recopilada en los repositorios
cientificos habituales. En la Figura 4 se
muestra un esquema-resumen de los estu-
dios 6micos mds notables llevados a cabo
hasta la fecha para cinco de las enferme-
dades mas relevantes que afectan al olivar.

Genémica

La gendémica comprende el estudio de los
genomas, sus funciones y las interacciones
entre ellos o con factores ambientales. El
genoma es el conjunto de todo el ADN

Xylella fastidiosa

Gendmica del patégeno [33]
Proteomica del patdgeno [32] '

Transcriptémica Planta-Patdgeno [8]

J

-
A

Colletotrichum spp.

Gendmica del patégena [14]
Protedmica del patogeno [7]
Transeriptémica [9]
Microbiémica [28]
Metabolémica ACB [34]

v

Genomica [5],
Transcriptémica [11, 18]
y microbiémica [26] de la

Agentes de control biolégico (ACB)

planta

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi

Gendmica del patdgeno [30]
Proteomica Planta-Patégeno [4]
Microbiémica [27]

Spilocaea oleagina

Transcriptomica Planta-Patogeno [2]

Verticillium dahliae

Gendmica del patégeno [16]

Gendmica de los ACB [12, 13]
Transcriptémica Planta-Patégena [11, 19]
Transcriptémica Planta/ACB [10]
Microblémica [26]

Figura 4. Esquema en el que se compendian los estudios mas relevantes sobre el control de algunas enfermedades
del olivar mediante el empleo de aproximaciones émicas. Los nimeros entre corchetes corresponden a estudios
representativos realizados para las cinco enfermedades citadas y que aparecen en el listado de referencias. ME:
microesclerocios (Figura elaborada por Carmen Gémez-Lama).
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presente en un organismo, donde reside
la informacién necesaria para construir-
lo y mantenerlo a lo largo de su ciclo vi-
tal. Por tanto, la genémica aborda el ana-
lisis global de todas las secuencias de los
genes de un ser vivo, asi como de su fun-
cién potencial. Gracias a las tecnologias
de secuenciacién masiva de dltima gene-
racién (NGS, del inglés Next Generation
Sequencing), el genoma del olivo, como el
de otras muchas especies, ya estd disponi-
ble en las bases de datos. Hasta la fecha han
sido secuenciados los genomas de O. euro-
paea var. sylvestris®”' y O. europaea L. subsp.
europaea var. europaea (cv. Farga)®l. Asi
mismo, los genomas cloroplastidicos de sie-
te linajes pertenecientes a tres subespecies
de olivo (europaea, marocanna y cuspidata)
han sido secuenciados”. Esto ha permitido
un gran avance en el conocimiento sobre la
evolucién de las distintas especies de olivo.
Ademss, disponer de estos genomas supo-
ne contar con una poderosa herramienta
para la identificacion de genes asociados
con importantes caracteres para la mejora
del cultivo, incluyendo aquellos relaciona-
dos con la resistencia a enfermedades. Por
otra parte, también se dispone de los geno-
mas de algunos de los patégenos de olivo
que hemos mencionado en los apartados
anteriores: los aislados JR21 y VdLs!"® de
V. dahliae, P. savastanoi pv. savastanoi (cepa
NCPPB 3335)"% y 16 cepas diferentes de la
bacteria causante del OQDS, X. fastidiosa.
No obstante, obtener un genoma completo
(cerrado) todavia constituye un dificil reto,
aunque se dispone de una gran cantidad de
“borradores” de genomas que también re-
sultan de indudable utilidad para dar una
visién global de los mismos, asi como de la
presencia o ausencia de determinadas rutas
metabolicas de interés desde el punto de
vista fitopatolégico de los microorganismos
secuenciados. Por ejemplo, estdn disponi-
bles las secuencias parciales de los genomas
de otros patégenos de olivo como C. acu-
tatum, C. gloeosporioides (agentes causales
de la antracnosis) o Phytophthora cactorum,
Phytophthora palmivora (implicados en po-

dredumbre radical). Los estudios de gené-
mica estructural no se limitan al huésped
y a los agentes causantes de enfermedad.
Efectivamente, hoy disponemos de una am-
plia coleccion de genomas de microorganis-
mos beneficiosos que han sido constatados
como agentes de control biolégico (ACB)
de enfermedades del olivo. Por ejemplo,
nuestro grupo ha secuenciado los genomas
de diversos ACB efectivos contra la vertici-
losis pertenecientes a los géneros Pseudomo-
nas, Bacillus y Paenibacillus!'>'**%, lo que ha
permitido obtener informacién de interés
sobre caracteristicas beneficiosas de estos
microorganismos relacionadas con procesos
de colonizacién de la planta, promocién del
crecimiento vegetal y biocontrol.

Transcriptomica

La presencia de un gen en un genoma no
necesariamente implica que dicho gen se
esté expresando y, por tanto, cumpliendo
su funcién. La transcriptémica (o gendémi-
ca funcional) surge asi para complementar
la informacién obtenida a partir de la ge-
némica estructural. La transcriptémica se
centra en el estudio de la expresién de los
genes, esto es, a nivel del ARN, ofreciendo
una vision global del genoma que se ex-
presa y permitiendo elucidar los mecanis-
mos moleculares implicados en un proceso
bioldgico concreto en un momento dado.
Asf pues, el transcriptoma es el conjunto
de todos los genes expresados (o transcri-
tos) de una célula, tejido u érgano en una
etapa especifica de su desarrollo o bajo una
determinada condicion.

Una de las metodologias transcriptémicas
mas potentes es la secuenciacion de alto
rendimiento del ARN mensajero (RN-
Aseq) que, en el caso de la interaccion
olivo-V. dahliae, ha sido empleada para es-
tudiar de forma comparativa los transcrip-
tomas de las raices de los cultivares Picual
(susceptible a VO) y Frantoio (tolerante
a VO) durante los momentos iniciales
de la interaccién con el patotipo D de V.
dahliae'>!"”". También ha servido para ana-
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lizar simultdneamente el transcriptoma del
patégeno en su interaccion con la variedad
susceptible!”®
diferencialmente en los transcriptomas de

I, Entre los genes expresados

los cultivares investigados se encontraron
genes relacionados con patogénesis, como
algunos pertenecientes a la familia Bet vI,
otro que codifica una proteina dirigent-like
involucrada en lignificacion, y varios rela-
cionados con respuestas a estrés (BAKI,
NHLI, ROS, BAM)!". Un objetivo de es-
tos estudios es comprender la base genéti-
ca de la tolerancia/susceptibilidad a la VO,
conocimiento que puede resultar de interés
en programas de mejora destinados a obte-
ner genotipos tolerantes a la enfermedad,
para el desarrollo de nuevas herramientas
de diagnéstico del patégeno y para el dise-
fio de nuevas estrategias de manejo inte-
grado de la enfermedad. Con anterioridad
a estos trabajos basados en aproximaciones
NGS se empled la técnica denominada
suppression subtractive hybridization (SSH)
para estudiar respuestas transcriptémicas
globales (locales y sistémicas) de tejidos
de olivo, no sélo en la interaccién con
V. dahliae sino también cuando las raices
son colonizadas por el ACB de la VO
Pseudomonas fluorescens PICF7. Estos estu-
dios posibilitaron la identificacién de mds
de 300 genes de olivo diferencialmente ex-
presados, en cada una de las interacciones
examinadas, entre plantas inoculadas con
V. dahliae (patotipo D) o la cepa PICF7 y
aquellas que no lo habfan sido!'®!"*!l. En
cuanto a otros patosistemas, cabe citar el
estudio transcriptémico (RNAseq) com-
parativo de dos cultivares de olivo con
distinta susceptibilidad a X. fastidiosa, en
el que se identificaron algunos transcritos
que podrian ser los responsables de la me-
nor susceptibilidad del cultivar Leccino
al OQDS®. Hace mas de una década se
efectuaron estudios transcriptémicos (no
basados en técnicas NGS) para estudiar
la base molecular de la interaccién com-
patible entre olivo y S. oleagina, en este
caso empleando la metodologia differential
display'. Por tltimo, se efectué un aborda-

je de genémica funcional para estudiar la
expresion diferencial en dos cultivares de
olivo con distinta susceptibilidad a la an-
tracnosis (C. acutatum), observandose una
mayor expresion de ciertas quinasas poten-
cialmente relacionadas con resistencia a la
enfermedad” Estos trabajos, sin embargo,
no parecen haber tenido continuidad has-
ta la fecha.

Proteémica

El estudio de los sistemas vivos a nivel del
conjunto global de sus protefnas (proteo-
ma) proporciona una informacién crucial
desde el punto de vista mecanistico ya que,
en definitiva, las proteinas son las ejecu-
toras finales de la mayoria de los procesos
biolégicos. La proteémica tiene como ob-
jetivo estudiar el conjunto de proteinas
codificadas por el genoma de un organis-
mo, tejido o célula en unas condiciones
ambientales y experimentales concretas.
Si bien es de aplicacién a todos los siste-
mas bioldgicos, en el contexto particular
de las interacciones planta-microorganis-
mo los estudios proteémicos pueden estar
dirigidos a obtener el proteoma completo
del microorganismo, de la planta o de la
interaccién de ambos en diversas circuns-
tancias (perspectiva holistica), un objeti-
vo ambicioso y de alta dificultad. También
pueden perseguir obtener informacion
mucho mds restringida, como determinar
el proteoma de un determinado organulo
previamente purificado, efectuar proted-
mica diferencial con el fin de identificar
las proteinas que se estdn especificamen-
te expresando o que lo estén haciendo en
una cantidad muy diferente o en un estado
u otro de la célula. La proteémica diferen-
cial en nuestra drea de estudio también se
ha aplicado en la bisqueda de factores de
virulencia, comparando el proteoma del
organismo patégeno con el de un mutante
avirulento del mismo. Los estudios proteé-
micos pueden basarse en gel (electroforesis
bidimensional, aislamiento de la mancha
proteica e identificacién de la proteina
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por espectrofotometria de masas [MS]), o
prescindir del mismo (digestién enzim4ti-
ca de la mezcla de proteinas, cromatografia
liquida [LC] e identificacién de secuencias
peptidicas por MS). En el caso del olivar y
de los patégenos que lo afectan, los estu-
dios de base protedmica son muy escasos.
No obstante podemos citar los trabajos di-
rigidos a: (i) estudiar los cambios ocurridos
en tejidos de olivo como consecuencia de
la infeccién por P. savastanoi pv. savastanot,
principalmente para conocer los factores
implicados en la patogénesis bacteriana
y en la respuesta de la planta a la infec-
ciont; (ii) identificar proteinas relaciona-
das con la estructura de la biopelicula ge-
nerada por X. fastidiosa, considerado como
su principal mecanismo de patogénesis’?;
o (iii) analizar el proteoma de las conidias
de C. acutatum para elucidar los mecanis-
mos moleculares del proceso de germina-
cién de este patégeno!’.

Metabolémica

La metabolémica consiste en el estudio
del conjunto dindmico de moléculas y ele-
mentos quimicos de una muestra bioldgi-
ca (metaboloma), ya sean sintetizados de
novo por el propio (micro)organismo (o
por alguno de sus tejidos, érganos, etc.) o
incorporados desde el exterior bajo unas
condiciones ambientales concretas. Esta
6mica analiza de una forma global la com-
posicién cualitativa y cuantitativa de un
metaboloma dado, asi como los factores
que lo afectan. Por otra parte, ofrece una
visién mds realista de la funcién de los ge-
nes ya que el metaboloma es el producto
final de la expresion génica, lo que le con-
fiere una ventaja afiadida respecto a otras
6micas. La coevolucién entre plantas y
microorganismos (beneficiosos, neutrales
o patégenos) ha dado lugar a una compleja
red de interacciones tréficas que determi-
nan la composicién y dindmica de los me-
tabolomas del huésped y de sus comunida-
des microbianas. Por una parte, la planta
constituye una fuente de nutrientes para

los microorganismos con ella asociados.
Por otra, estas interacciones dan lugar a
diferentes reacciones en el huésped, como,
por ejemplo, respuestas de defensa frente
al ataque de patégenos o la capacidad de
obtener metabolitos que aquél no es capaz
de producir y que le aportan beneficios de
diversa indole.

La metabolémica puede abordar dos aspec-
tos diferentes: la “huella digital” (finger-
printing) y los perfiles metabolémicos. Ob-
tener la “huella digital” significa detectar
todos los metabolitos de una muestra sin
identificarlos, empleando técnicas como la
resonancia magnética nuclear (NMR), la
espectroscopia infrarroja transformada de
Fourier (FT)-IR, la espectrometria de Ra-
man o la ionizacién por electrospray (ESI-
MS). La determinacién de los perfiles me-
tabdlicos, en cambio, incluye la deteccién,
cuantificacién y, cuando es posible, la iden-
tificacién de metabolitos mediante croma-
tografia de gases (GC) o LC junto con
MS. La metabolémica aplicada al estudio
de las interacciones planta-patégeno-or-
ganismo beneficioso puede ayudar en la
identificacién de metabolitos con efectos
positivos para el huésped (p. ej., moléculas
activadoras de su sistema defensivo o pro-
motoras de su crecimiento), lo que podria
traducirse en el desarrollo de nuevas herra-
mientas biotecnoldgicas dirigidas a incre-
mentar el rendimiento de los cultivos. Los
metabolomas (y el de las plantas no es una
excepcién) contienen una enorme diver-
sidad de moléculas biolégicas, muchas de
ellas con estructuras muy complejas. Esto
quizds explique por qué esta metodologia
no se emplee con la frecuencia que se hace
con otras émicas. A pesar de la compleji-
dad del metaboloma de las plantas (apro-
ximadamente 200000 metabolitos) y de la
escasez de bases de datos publicas, se dis-
pone de algunos estudios metabolémicos
de especies vegetales. Sin embargo, en el
caso particular de estudios metabolémicos
sobre interacciones planta-microorganis-
mo, los trabajos disponibles hasta la fecha
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son muy escasos. En el caso del olivo, los
Gnicos estudios metabolémicos realizados
por el momento se han dirigido a conocer
las diferencias metabdlicas entre distin-
tos tejidos y su posible valor nutricional.
También se dispone de algin estudio so-
bre ACB, que si bien no se han llevado a
cabo en el contexto del control biolégico
de enfermedades de olivar, si conciernen a
ACB que han demostrado eficacia frente
a determinados patégenos que lo afectan,
lo que estimula futuras investigaciones en
este sentido destinadas a identificar modos
de accién y moléculas implicadas en la ac-
tividad de biocontrol. A modo de ejemplo
cabe citar uno de los ACB mds estudia-
dos desde una perspectiva metabolémica:
Trichoderma spp. Es sabido que algunas de
sus especies producen metabolitos bioacti-
vos que ya son comercializados como bio-
plaguicidas y biofertilizantes”'*¥. Ademas,
algunos de los metabolitos producidos por
Trichoderma spp. activan respuestas de re-
sistencia sistémica en la planta causando
cambios relevantes en su metabolismo*®..
Por lo que respecta al objeto de este
articulo mencionar que algunas de sus ce-
pas son efectivas frente a la VO y antrac-
nosis, por lo que abordar estudios centradas
en las mismas serfa de indudable interés.

Microbiémica

Las plantas viven en intima asociacién
con una compleja diversidad de comuni-
dades microbianas (fitomicrobioma) con
las que interactdan continuamente. El
conocimiento de la estructura, actividad
y funcionamiento de dichas comunida-
des puede suponer, ademds de un enor-
me desafio en el campo de la interaccién
planta-microorganismo, una de las mads
importantes fuentes de innovacién y me-
jora en la agricultura de las préximas dé-
cadas’. Este microbioma se compone de
bacterias, hongos y virus neutrales, bene-
ficiosos y patégenos, que pueden localizar-
se en el interior de los tejidos (endéfitos),
las superficies externas (epifitos), o en la

rizosfera’®. Tal es la relevancia de este
microbioma que llega a hablarse del me-
tagenoma de la planta, que incluye tanto
el genoma vegetal como el de su micro-
bioma asociado, y que algunos autores han
denominado como el segundo genoma de
la planta. Los componentes beneficiosos
del fitomicrobioma, interactuando con la
planta a lo largo de toda su vida, contribu-
yen a protegerla de estreses a/bidticos asf
como a mejorar su crecimiento y desarro-
llo""”. Ademds, los microbiomas asociados
a plantas son reservorios de nuevos ACB
que pueden ser usados tanto de forma indi-
vidual como en consorcios y, en el caso de
colonizar de forma endéfita, tienen la ven-
taja de estar adaptados al nicho ecoldgico
en el que van a ser usados'”’!. Por lo tanto,
los factores (ambientales, genéticos, agro-
némicos, etc.) que afecten a la estructura y
composicién del microbioma vegetal pue-
den influir decisivamente en la eficacia de
los métodos de control de enfermedades de
las plantas, ya que las alteraciones introdu-
cidas por dichos factores pueden provocar
desequilibrios (disbiosis) que favorezcan el
ataque de nuevos patdgenos (o variantes
virulentas de patégenos tradicionales),
o el desplazamiento de microorganismos
beneficiosos presentes en los fitomicrobio-
mas naturales.

Las aproximaciones basadas en NGS son
muy utiles para estudiar la estructura, com-
posicién y diversidad de los microbiomas
asociados a plantas, ofreciendo grandes
ventajas frente a los métodos tradicionales
dependientes de cultivo®. La metodolo-
gia mas usada es el amplicon sequencing (la
secuencién de librerfas de amplicones de
ADN o de ARN), seguida de lejos de la
metagenémica y la metatranscriptémica.
La metagendmica se ocupa de la secuen-
ciacién del ADN total extraido de todas
las formas de vida, cultivables o no, pre-
sentes en un habitat concreto. Por ltimo,
la metatranscriptémica permite identificar
y caracterizar rutas metabdlicas activas de
los microorganismos presentes en dicho
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habitat, mejorando asi la comprensién de
la funcién y del papel que tienen cuando
interaccionan, en el caso que nos ocupa,
con la planta. En la actualidad, sin embar-
go, son atn escasos los estudios basados
en amplicon sequencing para conocer la in-
fluencia que un determinado fitopatége-
no o ACB tiene sobre el microbioma de
la planta. En el caso del olivar, y previo
a la implementacién de aproximaciones
NGS, Aranda et al. (2011)" analizaron las
comunidades bacterianas cultivables pre-
sentes en la endosfera y rizosfera de olivos
silvestres del sur de Espafia, concluyendo
que ambos nichos albergan un importan-
te reservorio de antagonistas de V. dahliae,
muchos de los cuales pertenecian al géne-
ro Bacillus. Posteriormente, y ya utilizando
la estrategia del amplicon sequencing (16S
del rRNA), se comparé el bacterioma en-
dosfito presente en hojas de olivo de diez
cultivares de olivo originarios de la cuenca
mediterrdnea pero cultivados en un mismo
suelo en Espafia, y de nueve genotipos de
olivo silvestre crecidos en su habitat na-
tural (Grecia, Madeira o Chipre)?. El
estudio revelé que los patrones de distri-
bucién bacteriana eran congruentes con
la procedencia (oriental u occidental) de
los genotipos de olivo dentro de la cuenca
del Mediterraneo, existiendo una fuerte
correlacion entre genotipo y comunidades
bacterianas endéfitas. También se encon-
tré que en los tejidos analizados predomi-
naban representantes de Archaea. Por otra
parte, entre las bacterias presentes destacé
como potencial ACB de la VO Bacillus
amyloliquefaciens. Analisis similares han
servido para estudiar la diversidad fingi-
ca en los cultivares Madural (susceptible
a la antracnosis) y Verdeal Transmontana
(moderadamente tolerante a dicha enfer-
medad), observiandose igualmente diferen-
cias en la composicién de las comunidades
fingicas presentes en ambas variedades'”".
Este trabajo ha aportado informacién re-
levante sobre colonizadores naturales de
olivo con potencial antagonista frente a la
antracnosis. Por dltimo, mediante la am-

plificacién y secuenciacién del ARNr 16S
se han estudiado las comunidades bacte-
rianas presentes en los tumores causados
por P. savastanoi’”. Este trabajo reveld que
el 90 % de las bacterias encontradas en
los tumores eran gammaproteobacterias,
en su mayoria pertenecientes a los 6rde-
nes Pseudomonadales (representando Psv el
50 % de la carga bacteriana del tumor) y
Enterobacteriales. A pesar del potencial de
la metagenémica y metatranscriptémica,
su aplicacién en el campo del control de
enfermedades es atin muy incipiente y, en
el caso del olivar, no nos consta hayan sido
utilizadas adn.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las estrategias dmicas basadas en tecnolo-
gias NGS no han sido utilizadas atn con
todo el potencial que ofrecen para pro-
fundizar en el conocimiento de las bases
genéticas y moleculares de las enferme-
dades que afectan al olivar y, eventual-
mente, para ofrecer nuevas herramientas
para su control efectivo. No obstante, los
estudios efectuados hasta la fecha estan
aportando una ingente cantidad de datos
sobre la biologia del olivo y la de algunos
de sus patdgenos, sobre sus interacciones
y, en menor medida, sobre la microbiota
asociada a este emblemadtico arbol. Quizés
la propia complejidad (anatomfa, tamafio,
longevidad, etc.) de esta especie, al igual
que sucede con otras lefiosas, ha retrasa-
do la implementacién de estas poderosas
metodologias comparado con el uso que de
ellas se ha hecho en cultivos herbdceas o
en especies utilizadas como modelo. Pero
hoy disponemos del genoma del olivo y de
algunos de sus mds amenazadores patége-
nos. También de diversos transcriptomas
en respuesta a una variedad de situaciones
e interacciones, as{ como de algunos pro-
teomas y microbiomas de diferentes tejidos
de olivo. Muchas mas de estas herramien-
tas estardn disponibles en los préximos
afios (actualmente estdn en desarrollo va-
rios proyectos de secuenciacién de nuevas
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variedades de olivo, de diversos patégenos,
de agentes de biocontrol y de microbio-
mas asociados a este cultivo emblemético)
y, sin lugar a dudas, complementando a
los conocimientos adquiridos a través de
aproximaciones metodoldgicas tradicio-
nales, permitirdn el desarrollo de nuevas
y mds eficaces medidas de control de las
patologias aquf citadas, y de otras que atn

to imprescindible el desarrollo de nuevas
y mds potentes herramientas bioinforma-
ticas que permitan reducir los tiempos de
andlisis y facilitar el procesamiento de la
gran cantidad de datos generados. No ol-
videmos que la informacién obtenida no
debe ser el objetivo final, sino la mejora y
proteccion de este cultivo gracias al cono-
cimiento generado con este tipo de apro-

esperan a ser estudiadas mediante estos  ximaciones.
enfoques holisticos. Sin embargo, debido
al vertiginoso avance que las tecnologias

NGS estan experimentando, serd requisi-
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Introduccion

En la Ultima década se han desarrollado varios sistemas para la ediciéon génica, todos ellos
basados en el uso de proteinas de unién a secuencias especificas de DNA, denominadas
nucleasas especificas de secuencia (SSN): (i) las meganucleasas, (i) las nucleasas con de-
dos de zinc (ZFNs, Zinc-finger nucleases), (iii) las nucleasas sintéticas (TALENSs, Transcription-
activator-like effector nucleases) y (iv) las proteinas tipo Cas y sus derivados!".

Los tres primeros grupos se basan en el disefio de proteinas para reconocer diferentes se-
cuencias de DNA mediante la modificacién “a la carta” de la secuencia de aminoacidos de
dichas proteinas. Por otro lado, los sistemas CRISPR/Cas estan basados en una endonucleasa
“programable” guiada por RNA, donde la especificidad del sistema viene dada por la com-
plementariedad de secuencia entre la molécula de RNA y el DNA diana. La facilidad para

disenar la secuencia del RNA gufa es la principal ventaja de este sistema.

DESCUBRIMIENTO CRISPR/Cas
COMO SISTEMA INMUNE

Los microorganismos estdn expuestos a
elementos genéticos invasivos, como fa-
gos o plasmidos. Para defenderse, los mi-
croorganismos han desarrollado mecanis-
mos que restringen la entrada o destruyen
estos elementos. La eliminacién de estos
elementos genéticos se puede llevar a cabo
mediante sistemas de modificacién-restric-
cién o a través del mecanismo de CRISPR/
Cas (Clustered regularly interspaced short
palindromic repeats; en espafiol: repeticio-
nes palindrémicas cortas agrupadas y re-
gularmente interespaciadas). Los sistemas
CRISPR/Cas funcionan como un sistema
inmune adaptativo (memoria inmunol4-
gica), estando presente en el 45 % de las
especies de bacterias y en el 84 % de las
de arqueas. Su funcionamiento esta basado

en la presencia en estos organismos de fa-
milias de secuencias de DNA que contie-
nen fragmentos de genomas virales. Estos
fragmentos son utilizados por la bacteria/
arquea para detectar y destruir el DNA del
virus y asi poder defenderse eficazmente de
ellos. El sistema CRISPR/Cas est4 consti-
tuido por un locus que contiene repeticio-
nes de DNA parcialmente palindrémicas
(23-47 pares de bases, pb) separadas por
secuencias espaciadoras (21-72 pb) y por
los genes CAS (CRISPR associated genes),
localizados normalmente en regiones cer-
canas, que codifican proteinas esenciales
para el funcionamiento de esta respuesta
inmune.

Aunque el término CRISPR se acufié en
el afio 2002, los primeros hallazgos rela-
cionados con los sistemas CRISPR se re-
montan a 1987, cuando se detectaron las

26>>


mailto:analuna@uma.es
mailto:edu_rodri@uma.es
mailto:dlm@uma.es
mailto:dlm@uma.es
mailto:edu_rodri@uma.es

el IHSM-UMA-CsIC,
utilizando como
modelo virus de
DNA (geminivirus)
transmitidos por la
mosca blanca Bemisia
tabaci. Las principales
lineas en las que
trabaja son: el papel
de las modificaciones
postraduccionales

en la infeccién por
virus; los mecanismos
de supresion de la
respuesta a jasmonatos
en la transmisién

de los geminivirus

y los mecanismos

de supresién de
silenciamiento génico

Omediado por patégenos.
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repeticiones en el geno-
ma de bacterias Gram A

Espaciadares  Repeliciones

—— fracrRNA |

P 2/ /\

negativas. Entre 2005 y
2007 se relaciond a estas
secuencias espaciadoras
con secuencias presen-
tes en bacteridfagos y
plasmidos y se demostréd
su funcionalidad como B
sistema de inmunidad
adquirida. En 2013 se
publicaron los primeros
trabajos  demostrando

la funcionalidad de los C
sistemas CRISPR/Cas9
como herramientas bio-
tecnoldgicas para modi-

ficar el genoma de célu-

las eucaridticas!?.

MODO DE
ACCION DEL
SISTEMA INMUNE

g

1
v
tracrRINA ﬁ H

'
:
1
\J pre-crRNA

RMasa Il

pre-crRNA
tracrRNA

tracrRNA

Figura 1. Estructura y modo de accion del sistema CRISPR/Cas9. (A)
Expresion de los elementos: la proteina Cas9, el pre-crRNA que contiene

fragmentos pequefios de DNA exdgeno entre las repeticiones y el tracrRNA

El funcionamiento de
los sistemas CRISPR/
Cas se basa en el reco-
nocimiento de los 4ci-
dos nucleicos exdgenos
mediante fragmentos de RNA de secuen-
cia complementaria (crRNA o CRIS-
PR-RNA), lo que permite su degradacién
mediante la accién de una nucleasa (Cas).
El modo de accién de un sistema CRISPR/
Cas puede dividirse en tres etapas: adapta-
cién, expresion e interferencia [Figura 1].

Durante la fase de adaptacién, la bacteria
o arquea integra fragmentos pequefios de
DNA viral o plasmidico entre las repeti-
ciones presentes en los loci CRISPR, dan-
do lugar a los espaciadores [Figura 1A].
Posteriormente, en la fase de expresién
ocurre la transcripcién y el procesamien-
to del pre-crRNA, una secuencia de RNA
que contiene los espaciadores y parte de
las repeticiones [Figura 1B]. Como re-
sultado se forma el crRNA maduro que,
mediante su unién a las proteinas Cas,
confiere especificidad al sistema para re-

(trans-activating CRISPR RNA). (B) Formacion del crRNA (CRISPR RNA)
maduro mediante la accion de la RNasa Ill'y su union al tracrRNA. (C) Re-
conocimiento de las secuencias complementarias del crRNA que debe estar
flanqueada por una secuencia conocida como PAM (protospacer adjacent
motif). (Figura elaborada por Eduardo R. Bejarano).

conocer y eliminar elementos genéticos
invasivos en un mecanismo dependien-
te de secuencia durante la tercera fase, o
fase de interferencia [Figura 1C] ' En al-
gunos de los sistemas, como los CRISPR/
Cas tipo II (Cas9), es necesaria ademds
la presencia de otro RNA no codificante
conocido como tractRNA (trans-activa-
ting CRISPR RNA) que hibrida con las
repeticiones del crRNA, siendo dicha hi-
bridacién imprescindible para el procesa-
miento del ctRNA, su reconocimiento por
Cas y la rotura del DNA diana [Figura 1].
Para que la secuencia complementaria al
ctRNA en el fragmento diana sea recono-
cida por el sistema CRISPR, es necesaria
la presencia de una secuencia conocida
como PAM (protospacer adjacent motif) o
PES (protospacer-flanking sequence) al lado
de la secuencia diana del 4cido nucleico
invasivo. La ausencia del PAM en secuen-
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La secuenciacion
masiva de
genomas ha
permitido
identificar la
existencia de
diferentes clases
de sistemas

CRISPR/Cas

Cas9es la
endonucleasa
mas empleada,
aunque en los
dltimos afios se
han desarrollado
sistemas
basados en otras
nucleasas de
caracteristicas
similares como

Casl2a (Cpfl) y

L Casl3a
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cias de la bacteria evita el procesamiento
de su DNA, sirviendo como sistema de re-
conocimiento de lo “propio”.

CLASIFICACION DE LOS
SISTEMAS CRISPR/Cas

La secuenciacién masiva de genomas ha
permitido identificar la existencia de dife-
rentes clases de sistemas CRISPR/Cas. Es-
tos sistemas se clasifican en dos clases de-
pendiendo de la composicién del complejo
efector que reconoce y corta la secuencia
diana: (i) la clase I, que incluye los tipos I,
III y IV, caracterizados por presentar efec-
tores con subunidades proteicas; y (ii) la
clase II, donde se encuadran los de tipo
II (Cas9), V (Casl2) y VI (Casl3), que
constan de un complejo efector formado
por una sola proteina con dominios mul-
tiples’. Estos dltimos son los sistemas
mas utilizados para la “edicién de genes”
(gene editing), siendo el sistema basado en
Cas9 el mas conocido y extendido. En la
Figura 2 se muestran las caracteristicas de
los sistemas de clase II utilizados hasta la
fecha, indicando la naturaleza de la diana,
el tipo de corte que generan y las caracte-
risticas de los PAM/PFS que debe conte-

ner la secuencia diana.

EL SISTEMA DE EDICION GE-
NICA BASADO EN CRISPR/Cas

La técnica de ediciéon de genes median-
te los sistemas CRISPR/Cas se basa en la

generaciéon de un crRNA de secuencia

complementaria a la secuencia diana, que
guia a la nucleasa Cas para que produzca
una rotura de doble hebra (Double-stranded
break or DSB). Para simplificar la técnica,
el tractrRNA y el ctRNA se pueden fusio-
nar en un RNA quimérico conocido como

sgRNA (single-guided RNA) [Figura 3A].

Cas9 es la endonucleasa mas empleada,
aunque en los tltimos afios se han desarro-
llado sistemas basados en otras nucleasas
de caracteristicas similares como Casl2a
(Cpfl) y Casl3a. La Cas9 mas usada es una
endonucleasa de DNA guiada por RNA
aislada de la bacteria Streptococcus pyoge-
nes (SpCas9). La endonucleasa tiene una
estructura bilobulada, compuesta por un
l6bulo con actividad nucleasa (NUC) y
otro lébulo de reconocimiento con estruc-
tura de o-helice (REC)M. El 16bulo NUC
contiene dos dominios de nucleasa (HNH
y RuvC-like) y un dominio de interaccién
con PAM (PI). El dominio HNH lleva a
cabo el procesamiento o corte de la ca-
dena de DNA diana (complementaria al
sgRNA), mientras que el dominio RuvC-
like corta la cadena complementaria del
DNA. Ambos cortes se producen dentro
de la regién complementaria DNA-RNA
y a tres nucledtidos de la secuencia PAM.

A partir de la versién silvestre de la pro-
tefna Cas9 se han generado versiones mu-
tantes con caracteristicas de gran utilidad.
Asi, la mutacién de uno de los dominios
de nucleasa genera una proteina Cas9
(nCas9) que sélo es capaz de producir

Tipo-Subtipo/efector Tipo de diana Estructura PAM/PFS
del corte

1I/Cas9 dsDNA
V-A/Cas12a(Cpfl) dsDNA
V-B/Cas12b(C2cl) dsDNA
VI-A/Cas13a(C2c2) ssRNA
VI-B/Cas13b ssRNA

Romo “3°GC-rich PAM”
Cohesivo “5°AT-rich PAM”
(57 saliente) “5°AT-rich PAM”
Cohesivo “3°PFS: non-G”
(57 saliente) “5°PFS: nonC”;

“3’PFS:NAN/NNA”

Figura 2. Caracteristicas de los sistemas CRISPR/Cas de la clase Il caracterizados. PAM, protospacer adjacent
motif; PFS, protospacer-flanking sequence. Entre paréntesis se indican nombres alternativos por los que se
conoce a los efectores (Figura elaborada por Diego Lopez Marquez).
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El sistema
CRISPR/Cas esta
siendo utilizado
para generar
mutaciones
dirigidas en

los genomas

de numerosas
especies
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paracién por recombi-
nacién no homdloga
0 unién de extremos
(Non homologous end
joining repair, NHE]);
o (ii) Reparacién por
recombinacién  ho-
moéloga  (Homology-
directed repair, HDR)!".
Las DSB producidas

/

Reparacién por unién de

B Rotura de doble cadena (DSB)

5 A\ 3

=
~

Reparacion por recombinacion
homéloga (HDR)

por la accién de Cas9
atraen a la maquina-
ria de ambos sistemas
de reparacién. Una
reparacion  median-

te el sistema NHE]

puede llevarse a cabo

extremos (NHEJ) .
por dos mecanismos
5 ¥ : ;
s-=' ga' 3 5 diferentes: (i) la ruta
3 5
5 ¥ i
vl 8 . de reparacién NHE]
I canénica (C-NHE]),
en la que la maqui-
. z 5 — — naria celular vuelve a
¥ h .3 “pegar” los extremos
Mutacién (inde) .
g: susus 3 del DNA roto; o (ii)

mo de NHE] alterna-

l mediante un mecanis-

tivo (alt-NHE]) por

ol

Reparacidn correcta

el cual una cadena de

DNA de cada extre-

Figura 3. (A) La técnica de edicidn de genes mediante los sistemas CRISPR/

Cas se puede simplificar fusionando el tracrRNA y el crRNA en un RNA
quimérico conocido como sgRNA (single-guided RNA). (B) Cas9 produce
roturas de doble cadena (DSB) que se reparan mediante “Reparacién por
recombinacién no homédloga o unién de extremos” (NHEJ) o por “Repa-
racidn por recombinacion homéloga” (Homology-directed repair, HDR).

La reparacion mediante NEHJ une los extremos del DNA rotos generando
mutaciones por insercion o delecion (indels). La reparacion por HDR requiere
la presencia de una molécula de DNA con homologia (Figura elaborada por

Eduardo R. Bejarano).

el corte en una de las cadenas de DNA,
mientras que la mutacién en ambos do-
minios de actividad nucleasa produce una
proteina Cas9 incapaz de introducir cortes
en el DNA (dCAS9), pero que mantiene
su capacidad de unién a DNA mediada
por RNA.

Las DSB en células eucariotas se reparan ge-
neralmente mediante dos sistemas: (i) Re-

mo del corte es “re-
cortada” para reparar
la lesién. Ambos tipos
de reparacién NHE]
SON propensos a ge-
nerar mutaciones por
insercién o delecién
(indels). La reparacién
HDR

requiere la presencia de una molécula de

mediada por

DNA con homologia que se emplea como
molde para llevar a cabo dicha reparacién

[Figura 3B].
El sistema CRISPR/Cas esta siendo utili-

zado para generar mutaciones dirigidas en
los genomas de numerosas especies. Ade-
mds de las mutaciones indel que produce la
endonucleasa, se han desarrollado proto-
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Otra alternativa
para generar
otros tipos de
mutaciones o
modificaciones,
es la utilizacion
de varios sgRNA
para introducir
mutaciones en
varios genes a la
vez

La expresion de
nCas9 fusionada
a la desaminasa
de citosina
permite inducir
mutaciones
dirigidas de
cambio de base
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Delecion

Desaminasa de
citosina

Modificacion de bases

E

Enzima de metilacion
DNAS modificacion
histonas

Cambios en el epigenoma

Activacion o represién de la
transcripcion

Localizacion de secuencias

cos mediante la adicién
al sistema de un DNA
donador de interés, que
servird como molde en
la reparacion HDR. Por
ejemplo, se ha realizado
la introduccién de genes
chivatos.

Aparte de estas modifi-
caciones “cldsicas”, que
requieren la actividad
nucleasa de Cas9, re-
cientemente se han de-
sarrollado otras técnicas
basadas en las versiones
nCas9 y dCas9 para ge-
nerar mutaciones pun-
tuales en el DNA que
no requieren la forma-
cién de DSB. Un ejem-
plo de esta estrategia es
la expresion de nCas9
fusionada a la desami-
nasa de citosina, una

Figura 4. Desarrollo del sistema CRISPR/Cas para generar otros tipos de
mutaciones o modificaciones: (A) deleciones extensas expresando dos
sgRNA complementarios; (B) mutaciones puntuales fusionando la nCas9 a
enzimas modificadoras como la desaminasa de citosina; (C) cambios en la
regulacion de la transcripcion fusionando dCas9 a factores de transcrip-
cién; (D) modificaciones en el epigenoma fusionando dCas9 a proteinas
involucradas en la metilacion del DNA o modificaciones postranscripcio-
nales de las histonas; o (E) estudios de movimiento de cromosomas in
vivo fusionando dCas9 a proteinas fluorescentes (Figura elaborada por

enzima que transforma
la citosina en uracilo
(conversion de C a T).
El uso de esta proteina
de fusién permite indu-
cir mutaciones dirigidas
de cambio de base. Esta

Eduardo R. Bejarano).

colos para generar otros tipos de mutacio-
nes o modificaciones. Asi se han logrado
producir deleciones de mayor tamafio ex-
presando dos sgRNA complementarios de
las secuencias que flanquean el fragmento
a delecionar (dual targeting). Otra alterna-
tiva es la utilizacién de varios sgRNA para
introducir mutaciones en varios genes a
la vez. Recientemente se ha conseguido
mutar hasta seis receptores de la hormona
ABA (familia PYLs) empleando para ello
diferentes sgRNA. Ademds, puesto que
la reparacién de la rotura puede ocurrir
mediante HDR, se pueden llevar a cabo
reemplazamientos de fragmentos gendémi-

estrategia se ha utilizado
para la modificacién del
genoma de plantas (Arabidopsis thaliana y
Brassica napus), pero en este caso el siste-
ma nCas9 estd fusionado a una desaminasa
de adenosina de Escherichia coli, que indu-
ce conversiones de A a G. También se han
empleado versiones dCas9 fusionadas a
activadores y represores transcripcionales
para modular la expresion de genes. Inclu-
so se han desarrollado fusiones de dCas9
a proteinas involucradas en procesos epi-
genéticos, como acetiltransferasas de his-
tonas o trimetilasas de histonas, que pro-
ducen cambios en la compactacién de la
cromatina con la consecuente represion o
activacién de la expresién del gen de in-
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Uno de los
mayores
inconvenientes
de los sistemas
CRISPR/Cas
para la edicion
de genomas es
la aparicién

de mutaciones
en genes no
deseados

Mediante un
retrocruzamien-
to, es posible
identificar entre
las plantas
segregantes,
aquellas que
conservan la
mutacion pero

que no contienen

transgenes
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terés. Otro ejemplo de la versatilidad del
sistema es el empleo de la versién dCas9
fusionada a protefnas fluorescentes para
llevar a cabo estudios de movimiento de
cromosomas in vivo. Por dltimo, el empleo
de proteinas Cas capaces de usar como sus-
trato ssSRNA (Casl3a o una modificacién
de Cas9 denominada RCas9) ha permi-
tido modular la expresién de un gen pos-
transcripcionalmente utilizando el sistema

CRISPR/Cas ¥ [Figuras 4 y 2].

EDICION DEL GENOMA DE
PLANTAS

Aunque los primeros trabajos de edicién
de genomas basados en CRISPR/Cas se
realizaron en células animales, su empleo
se ha extendido rdpidamente a otros orga-
nismos, incluidas numerosas especies de
plantas como A. thaliana, tomate, arroz,
trigo, etc. Su uso en plantas, no obstante,
presenta una serie de caracteristicas y pro-
blemas asociados que se deben considerar
al disefiar la estrategia de edicién:

1. Mutaciones no deseadas. Uno de los
mayores inconvenientes de los sistemas
CRISPR/Cas para la edicién de genomas
es la apariciéon de mutaciones en genes no
deseados (off-targets). El reconocimiento
entre la secuencia del sgRNA y el DNA
diana no requiere un 100 % de comple-
mentariedad entre ambas secuencias. Los
estudios han mostrado que pueden existir
algunos desapareamientos dependiendo
del nimero y la posicién de estos, siendo
mds permisivos los cambios en la zona mas
distal al motivo PAM. Como consecuen-
cia de estos analisis se han desarrollado
numerosas herramientas bioinformdticas
(CRISPOR; CRISPR-P 2.0) que permi-
ten el disefio de sgRNA con probabilida-
des muy bajas de producir mutaciones no
deseadas en el genoma. Otra de las causas
que puede favorecer la aparicién de estas
mutaciones, es el empleo de promotores
potentes para la expresién de Cas9 y el

sgRNA.

2. Quimeras. Otra de las limitaciones
para generar mutantes en plantas median-
te el uso de los sistemas CRISPR/Cas es la
aparicién de individuos quiméricos. Para
generar una planta mutante es necesario
introducir las construcciones que expre-
san sgRNA y Cas9 en las células vegetales
y generar a partir de ellas un organismo
transgénico. Durante la regeneracién de la
planta, la accién sgRNA y Cas9 produce
mutaciones en la secuencia diana que pue-
de ser diferentes en cada célula, generan-
do un organismo quimérico. Para obtener
una planta mutante genéticamente pura es
necesario, por tanto, obtener semillas del
transformante original y seleccionar entre
la descendencia aquellas plantas que con-
tengan las mutaciones apropiadas.

3. La eliminacion del sgRNA/Cas9. Una
vez generada la planta mutante, se ha de
eliminar, mediante segregacién, el trans-
gén que contiene Cas9 y los sgRNA para
evitar la induccion de mutaciones no de-
seadas y poder utilizar las plantas en en-
sayos de complementacién genética, nece-
sarios en muchas ocasiones para confirmar
el origen de los fenotipos observados en
los mutantes. Para facilitar la seleccién de
estas plantas, se han desarrollado vectores
para la transformacién que contienen, ade-
mas de las construcciones para la expre-
sién de Cas9 y los sgRNA, un casete para
la expresion de fluoréforos. De esta forma,
mediante un retrocruzamiento, es posible
identificar entre las plantas segregantes,
aquellas que conservan la mutacién pero
que no contienen transgenes. Para evitar
el inconveniente que representa la genera-
cién de plantas transgénicas, se estdn desa-
rrollando protocolos para introducir en la
célula complejos proteicos preensambla-

dos sgRNA-Cas9 (RNP).

USO DE CRISPR/Cas PARA
GENERAR RESISTENCIAS A
PATOGENOS EN PLANTAS

La generacién de resistencia a patégenos
mediante el sistema CRISP/Cas se puede
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VIRUS

BSCTV LIR y Rep/RepA N. benthamiana Baltes, N. J. et al. (2015). Nature Plants 1: 15145
TYLCV; BCTV; MeMV | CP, Rep e IR N. benthamiana Ali, Z. et al. (2015). Genome Biol. 16: 238
CLCuKoV; MeMV; CP, Rep e IR N. benthamiana Ali, Z. et al. (2016). Sci. Rep. 6: 26912

TYLCV, TYLCSV

TuMV GFP1, GFP2, HC-Pro, CP | N. benthamiana Aman, R. et al. (2018). Genome Biol. 19: 1

CMV; TMV ORFI, 2,3,CPy3'UTR | N. benthamiana y A. thaliana | Zhang, T. et al. (2018). Plant Biotechnol. J. 16:1415
CVYV, ZYMV, PRSV-W | eIF4E Cucumis sativa Chandrasekaran, J. et al. (2016). Mol. Plant Pathol. 17:1140
TuMV elF(iso)4E A. thaliana Pyott, D. E. et al. (2016). Mol. Plant Pathol. 17: 1276
RTSV elF4G Oryza sativa L. japonica Macovei, A. et al. (2018). Plant Biotechnol. J. 16:1918
HONGOS

Blumeria graminis MLO-A1 Triticum aestivum Wang, Y. et al. (2014). Nat. Biotechnol. 32: 947
Oidivm neolycopersici MLOI1 Solanum lycopersicum Nekrasov, V. et al. (2017). Sci. Rep. 7: 482

Erysiphe necator MLO-7 Vitis vinifera Malnoy, M. et al. (2016). Front. Plant Sci. 7:1904
Botrytis cinerea WRKY52 Vitis vinifera Wang, X. et al. (2018). Plant Biotechnol. ]. 16: 844
Phytophthora tropicalis NPR3 Theobroma cacao Fister, A. S. et al. (2018). Front. Plant Sci. 9: 268
Magnaporthe oryzae ERF922 Oryza sativa L. japonica Wang, E et al. (2016). PLoS One. 11: 0154027
Magnaporthe oryzae SEC3A Oryza sativa L. japonica Ma, J. et al. (2018). ]. Exp. Bot. 69: 1051

Blumeria graminis TaEDR1 Triticum aestivum Zhang, Y. et al. (2017). PlantJ. 91: 714
BACTERIAS

Xanthomonas oryzae SWEET13 Oryza sativa Zhou, J. et al. (2015). Plant J. 82: 632

Xanthomonas citri CsLOBI1 Citrus paradisi Macfadyen Jia, H. et al. (2016). Plant Biotechnol. J. 14: 1291
Xanthomonas citri CsLOB1 Citrus sinensis Osbeck Peng, A. et al. (2017). Plant Biotechnol. J. 15: 1509

Erwinia amylovora

DIPM-1; DIPM-2;

Malus domestica

Malnoy, M. et al. (2016). Front. Plant Sci. 7: 1904

DIPM-4

Figura 5. Ensayos para la generacion de resistencia a patdgenos mediante el sistema CRISP/Cas en plantas. Abreviaturas: BeYDV: Bean yellow dwarf virus;
BSCTV: Beet severe curly top virus; TYLCV: Tomato yellow leaf curl virus; BCTV: Beet curly top virus; MeMV: Merremia mosaic virus; CLCuKoV: Cotton leaf curl
Kokhran virus; TYLCSV: Tomato yellow leaf curl Sardinia virus; TuMV: Turnip mosaic virus; CMV: Cucumber mosaic virus; TMV: Tobacco mosaic virus; CVYV:
Cucumber vein yellowing virus; ZYMV: Zucchini yellow mosaic; PRSV-W : Papaya ring spot mosaic virus-W; PVX: Potato virus X; TCV: Turnip crinkle virus; CMV:
Cucumber mosaic virus; RTSV: Rice tungro spherical virus. CP: proteina de la capside; Rep: Replication association protein; IR: Regidn intergénica; LIR: Regidn
intergénica larga; GFP: Proteina verde fluorescente; HC-Pro: supresor de silenciamiento Helper component proteinase; ORF: marco abierto de lectura; UTR:
untranslated terminal repeat; elFAE: eukaryotic translation initiation factor 4E; elF4G: eukaryotic translation initiation factor 4G; MLO: Mildew resistant locus;
NPR3: Non-Expressor of Pathogenesis-Related 3, ERF: Ethylene responsive factor, TaEDR1: Enhanced disease resistance; CsLOB: Lateral Organ Boundaries;
DIPM: DspE-interacting proteins of Malus (Figura elaborada por Ana P. Luna).

conseguir mediante la induccién de muta-
ciones en dos tipos de dianas: el genoma
del patégeno o genes de la planta implica-
dos en la infeccién [Figura 5].

CRISPR/Cas dirigido contra el ge-
noma de los patégenos

La tecnologfa disponible limita el uso de
esta técnica a la induccién de resistencia
a patégenos intracelulares como los virus,
cuyo genoma es accesible a la maquinaria
enzimatica del sistema. Aunque la espe-

cificidad por DNA de las proteinas Cas9
ha limitado el uso de esta tecnologia a vi-
rus de DNA, la identificacién reciente de
protefnas capaces de reconocer y digerir
ssRNA esta permitiendo emplear esta es-
trategia contra virus de RNA.

Al igual que ocurre con otras tecnologias
desarrolladas para la generacién de resis-
tencia mediante la expresién de secuen-
cias de RNA complementarias a las del
genoma de los virus (RNA antisentido,
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RNAIi, amiRNA), la eficacia del sistema
CRISPR/Cas9 requiere el disefio de se-
cuencias complementarias especificas de
genes/regiones de los virus esenciales para
la infeccién. No obstante, es previsible que
la estrategia de CRISPR/Cas9 sea mucho
mas efectiva y duradera que las basadas en
el silenciamiento génico, ya que los paté-
genos carecen de proteinas que puedan in-
terferir en el funcionamiento del sistema
CRISPR/Cas9, como ocurre con los supre-
sores virales del silenciamiento génico.

Hasta la fecha este sistema se ha emplea-
do con éxito para controlar la infeccién de
varias especies de virus de DNA de la fa-
milia Geminiviridae en plantas de Nicotiana
benthamiana y Arabidopsis usando sgRNA
dirigidos contra secuencias codificantes
de los virus o contra la regién intergénica
(IR), que contiene el origen de replicacion
y los promotores para la expresién de los
genes virales. Los resultados obtenidos en
los ensayos en laboratorio han sido muy
prometedores, obteniéndose una reduc-
cién tanto en la replicacion como en la
acumulacién de virus durante la infeccién.
Esta reduccioén fue significativamente ma-
yor cuando se usaron sgRNA contra zonas
de la regién intergénica [Figura 5]. Cuan-
do se emplearon sgRNA complementarios
de secuencias codificantes se detectaron
variantes virales que fueron capaces de
replicarse y de generar una infeccién al
inocular nuevas plantas, mientras que los
sgRNA dirigidos contra las IR no dieron
lugar a la aparicién de formas virales via-
bles, siendo las moléculas virales recupera-
das incapaces de infectar otras plantas. De
esta forma, el uso de sgRNA contra las IR
podria ser una solucién a uno de los prin-
cipales problemas asociados al uso de esta
estrategia: el incremento en la frecuencia
de generaciéon de virus recombinantes
como consecuencia de DSB producidas
por el sistema CRISPR/Cas que puedan
escapar al sistema de resistencia o adquie-
ran mayor capacidad patogénica. Este pro-
blema puede ser de especial relevancia en

cultivos comerciales donde las infecciones
mixtas son muy frecuentes. Otra estrategia
para evitar esta posibilidad es la expresiéon
de multiples sgRNA que tengan como dia-
na el genoma del virus. De esta forma la
probabilidad de que las moléculas virales
se reparen es muy baja, ya que serfan cor-
tadas en varios puntos y, como consecuen-
cia, degradadas®.

La identificacién de enzimas Cas capaces
de unirse y cortar moléculas de RNA ha
permitido ampliar esta estrategia para el
control de virus de RNA. Asi mediante
expresion de FnCas9 y sgRNA especificos
contra el Cucumber mosaic virus (CMV)
y el Tobacco mosaic virus (TMV) en plan-
tas de Arabidopsis y N. benthamiana, se ha
generado resistencia a estos virus, que se
ha mantenido activa al menos hasta la ge-
neracion T6 y que es independiente de la
actividad nucleasa de FnCas9, pero depen-
diente de la unién a RNA. En un segundo
ejemplo se ha utilizado Cas13a dirigiendo
esta ribonucleasa contra varias regiones
del genoma viral de RNA de Turnip mosaic
virus (TuMV) en tabaco.

La generacién de plantas resistentes a vi-
rus implica la necesidad de expresar de
forma continua el sistema CRISPR/Cas9
en la planta, lo que limita el uso de esta
tecnologia en los paises en los que exis-
ten recelo al uso de plantas transgénicas.
Aunque este problema se podria evitar
suministrando a la planta los complejos
proteicos preensamblados sgRNA-Cas9, o
versiones intermedias, como RNA que co-
difiquen Cas9 y un RNA representando el
sgRNA. Sin embargo, la dificultad de uso
de estos sistemas y su alto coste impiden
que se pueda convertir en un sistema ruti-
nario en la agricultural®?.

CRISPR/Cas9 dirigido contra ge-
nes de la planta

Otra alternativa para generar resistencia
a patdégenos mediante el sistema CRIS-
PR-Cas es inducir mutaciones en genes
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de la planta implicados en la infeccién.
La edicién de genes de susceptibilidad o
genes S (dianas de efectores de patégenos
o reguladores negativos de inmunidad) es
una buena alternativa, ya que son necesa-
rios para una interaccién planta-patégeno
compatible y permiten inducir resistencia
a cualquier tipo de patégenos. La prin-
cipal limitacién de esta estrategia es que
muchos de los genes S participan en pro-
cesos celulares generales vy, por tanto, su
modificaciéon puede dar como resultado
alteraciones no deseadas en el desarrollo,
metabolismo, etc.5*7,

Resistencia frente a virus

Los virus dependen de un gran nimero de
factores de la planta para llevar a cabo la
infeccién, lo que hace a estos genes exce-
lentes candidatos para generar resistencia
a estos patdgenos intracelulares. Un ejem-
plo de esta estrategia son los factores de
inicio de la traduccién eucariética, elF4E,
elF(iso)4E y elF4G, cuya modificacion por
CRISPR/Cas9 en plantas de pepino, de
Arabidopsis y més recientemente en arroz,
han logrado producir resistencia contra
varios potivirus y otros virus de RNAF.
En todos los casos descritos, la resistencia
se mantuvo en las plantas no transgénicas
obtenidas mediante retrocruzamiento, sin
que se detectaran mutaciones en otros ge-
nes, ni alteraciones en la morfologia o el
desarrollo de las plantas [Figura 4].

Resistencia frente a hongos vy
bacterias

Existen varios ejemplos de esta estrategia
aplicada a la generacién de resistencia a
distintos hongos en varias especies de inte-
rés agricola, como tomate, trigo o arroz [Fi-
gura 5]. En estos estudios se han generado
plantas con mutaciones en diversos genes
S como MLO (Mildew resistant locus, TaE-
DRI (Enhanced disease resistance) o el fac-
tor de transcripcién implicado en respues-
ta a estrés bidtico de vid (VvWRKY52),
obteniéndose resistencia a infecciones por
Phytophthora capsici, Blumeria graminis, Bo-

trytis cinerea, Magnaporthe oryzae, etc. En
la mayoria de los casos, la planta transgé-
nica generada no mostré ningin defecto
aparente en su desarrollo, excepto en el
caso de las plantas de arroz con una mu-
tacion del gen OsSEC3 (subunidad de un
complejo implicado en exocitosis) que, a
diferencia de las plantas mutadas en el gen
OsERF922 (factor de respuesta a etileno
922), mostraron efectos pleiotrépicos en
su fenotipo, entre ellos un menor tamafio
de la planta [Figura 5].

Las dificultades para la transformacién
estable de muchas especies lefiosas repre-
sentan una limitacién importante para el
uso de CRIPS/Cas en este tipo de plantas.
No obstante, se han obtenido algunos re-
sultados mediante transformacién transi-
toria en algunas especies como el cacao,
donde se han obtenido hojas m4s resis-
tentes a Phytophthora tropicalis expresando
por agroinfiltracién los componentes del
sistema dirigidos contra el supresor del
sistema inmune NPR3 (Non-Expressor of
Pathogenesis Related).

Existen pocos ejemplos publicados sobre
la aplicacién del sistema CRISPR/Cas
para producir resistencias contra bacte-
rias fitopatégenas. Se han obtenido plan-
tas de arroz resistentes a varias bacterias
del género Xanthomonas mutando el gen
OsSWEET13. El sistema CRISP/Cas se ha
usado también con éxito en lefiosas como
el pomelo Duncan o el naranjo dulce para
producir resistencia a X. citri. En ambos
casos, se modificé la secuencia promotora
del gen CsLOBI (Lateral organ boundaries
1). Las plantas modificadas mostraron re-
sistencia al patégeno sin que se detectara
ningin defecto agronémico. En el caso del
manzano, sin embargo, no se ha llegado a
regenerar plantas a partir de los protoplas-
tos transformados, aunque se transforma-
ron con éxito protoplastos con RNP con-
tra varios genes DIPM (DspE-interacting
proteins of Malus) para obtener resistencia
frente a Erwinia amylovora [Figura 5]
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PERSPECTIVAS FUTURAS

La preocupacién sobre el uso de pesticidas
y c6mo estos afectan al medioambiente y a
la salud hace que la proteccién de cultivos
mediante la mejora genética usando el sis-
tema CRISPR/Cas sea una alternativa bas-
tante atractiva. Sin embargo, para que esta
posibilidad se convierta en algo real habria
que vencer varios obstidculos muy impor-
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Introduccion

Para muchas enfermedades que afectan a los cul-
tivos, es necesario identificar los primeros sintomas
que aparecen en las plantas; de ello depende el tomar
decisiones correctas para incrementar la eficiencia y - Johannes, A. et al (2017).
eficacia de las medidas de control a poner en marcha. g;’r?gjfﬁg 1§gszogl_e’zcég)nics n
En los ultimos afos, varias metodologias de vision ar-
tificial han sido propuestas para la identificacién de - Picon, A. et al. (2018). Computers
and Electronics in Agriculture.
enfermedades. Dentro de estas metodologias, esta el En prensa
uso de las redes neuronales convolucionales (CNN),
que han resultado satisfactorias para las tareas de
clasificacion necesarias para la identificacion de sintomas en condiciones de campo. En este
articulo presentamos una breve revision de las aproximaciones computacionales hasta ahora
aplicadas en agricultura para la identificacion de enfermedades, sus avances vy las dificulta-
des encontradas. En 2014, los equipos de Tecnalia, BASF y NEIKER unieron sus conocimien-
tos para aplicar las metodologias de machine learning a la identificacion de tres conocidas
enfermedades de trigo: septoriasis (Septoria tritici), helmistosporiosis o Tan Spot (Drechslera
tritici-repentis), y roya amarilla y roya parda (Puccinia striiformis y Puccinia triticina). El desa-
rrollo de los algoritmos se ha realizado sobre fotografias tomadas con dispositivos moviles
(teléfonos y tabletas) cominmente usados por técnicos o agricultores. Para el desarrollo de
los primeros algoritmos, fue necesario analizar mas de 12 000 fotografias tomadas durante
tres campanas (2014, 2015 y 2016). El ultimo analisis piloto realizado en Alemania ha reve-
lado una precision cercana al 100 % en la identificacién de los primeros sintomas de estas
tres enfermedades. Esta metodologia ha sido aplicada con éxito también en otros cultivos y
enfermedades por nuestro equipo.

Puede consultarse informacion
detallada en publicaciones previas
de los autores:
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La identificacién de los primeros sintomas
de una enfermedad es uno de los princi-
pales retos de los técnicos y agricultores
en campo, por varias razones; por un lado
para aplicar a tiempo las medidas fitosa-
nitarias adecuadas e incrementar asi la
eficiencia y eficacia de los tratamientos; y
reducir, en su caso, el uso de los mismos.
Por otro lado, la identificacién de las en-
fermedades en muchas ocasiones resulta
dificil especialmente porque se descono-
cen los sintomas caracteristicos de los pri-
meros estadios de la enfermedad o bien se
identifican cuando ya es tarde para aplicar
medidas de control eficaces. Es importan-
te tener en cuenta que, en programas de
control integrado, el umbral de tratamien-
to para muchas enfermedades de los cerea-
les es la deteccion de los primeros sinto-
mas. La investigacién en el dmbito de la
visién artificial necesita que sea orientada
a la identificacion de sintomas tempranos
de forma precisa, rdpida y sencilla, usando
dispositivos de uso rutinario y en condi-
ciones de campo, con fotografias expues-
tas a distintos tipos de iluminacién y foco.
Uno de los ejemplos m4s relevantes de
esta cuestién es la incidencia y gravedad
de la roya amarilla en Europa a partir de
2011. En varias variedades se registraron
pérdidas de produccién superiores al 40 %
con incidencia y gravedad hasta entonces
desconocida. Estos dafios han sido atri-
buidos, entre otras, a nuevas razas deno-
minadas Worrior (datos del Global Rust
Reference Centre, 2017) que han empu-
jado a un cambio de la estructura varietal
asi como a la necesidad de poner a punto
modelos de prediccién del riesgo de apa-
ricién de la enfermedad o de su deteccién
temprana.

Hasta el momento, muchos sistemas de
identificacién de sintomas de enferme-

dades de los vegetales se han apoyado en
la identificacién de variaciones de color,
han sido enfocados a la descripcion de su
gravedad en la planta o incidencia en el
cultivo, pero no han generado suficien-
te informacién para el diagndstico. Este
articulo presenta una de las tecnologias
pioneras de visién artificial enfocada al
diagnéstico de enfermedades que ha sido
validada en Europa para cuatro enferme-
dades endémicas de trigo. Para ello fue
necesario unir el conocimiento de tres
equipos (Tecnalia, BASF y NEIKER) con
gran experiencia en el reconocimiento de
enfermedades mediante sintomatologia y
anilisis de laboratorio, en el desarrollo di-
ferencial de sintomas segtn la variedad u
otras variantes agricolas y, finalmente, en
el desarrollo de técnicas innovadoras de
machine learning que permitieron resolver
todas las variantes que podemos encontrar
en el campo para la identificacién auto-
matica de las enfermedades con la méxi-
ma precision.

Distintos autores ya habfan propuesto mo-
delos de andlisis de imdgenes previamen-
te. Los sistemas se basaban en el analisis
del color de la planta u hoja infectada.
Otros, combinaron las variaciones de co-
lor, textura y forma para identificar con
mas éxito las enfermedades. Sin embar-
go, todos ellos se enfocaron en analizar
imdgenes que contenian Unicamente una
enfermedad o dafio y en estados avanza-
dos, nunca sobre los primeros sintomas de
la enfermedad que, en muchos casos, son
completamente distintos a los sintomas
mas tardios. Otros sistemas como Plant-
Village?' consistieron en colecciones de
mas de 50000 imdgenes de hojas sanas e
infectadas, diestramente clasificadas, de 14
diferentes cultivos (manzano, maiz, vid,
etc.) y de 26 diferentes enfermedades.

Nuestra primera aproximacion fue identi-
ficar cada enfermedad en hojas en las que
aparecfan simultdneamente mds de una;
mediante métodos de procesamiento de
imagen e inferencia estadistica se lograron
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configurar los algoritmos de identifica-
cion. Estos pudieron ser aplicados a varios
dispositivos méviles de adquisicién foto-
grafica (tabletas o smartphones) que eran
suficientemente versdtiles y disponibles
en la practica agricola. Posteriormente se
consiguié mejorar la precisién de la iden-
tificacién de sintomas tempranos median-
te el uso y adaptacion de redes neuronales
convolucionales, sistemas de clasificacién
de imdgenes mds avanzados, que han re-
sultado ser extraordinariamente promete-
dores para este objetivo.

Los primeros usos de la vision
artificial en agricultura se
publicaron en 2011

Los sistemas clasicos de vision artificial se
han usado frecuentemente para la identi-
ficacién automdtica de enfermedades. En
este ambito, los estudios pioneros fueron
los desarrollados por Sannakki en 2011
para enfermedades en hojas. Su propuesta
analizaba la informacién de variaciones de
color donde un algoritmo no supervisado
de clustering permite separar las zonas in-
fectadas mientras que técnicas posterio-
res de légica difusa permitian la identifi-
cacion de las zonas localizadas. En 2016,
Siricharoen y su equipo desarrollaron
una técnica que combinaba textura, color
y forma para detectar la presencia de una
enfermedad especifica en una planta.

Desde 2014 a 2016 nuestro equipo ge-
neré una extensa base de fotografias to-
madas en campos de trigo, que barria
una amplia gama de estadios fenoldgi-
cos, 36 variedades, condiciones climati-
cas y de ambiente o enfoque distinto, y
con diferentes dispositivos fotograficos
moéviles. Esto permitié cubrir una am-
plia gama de posibilidades, todas ellas
en condiciones de campo para la iden-
tificacién de septoriasis (Septoria tritici),
helmintosporiosis o Tan Spot (Drechslera
tritici-repentis), y roya amarilla y parda
(Puccinia striiformis y Puccinia recondita) de
trigo. El algoritmo configurado fue valida-

do en condiciones reales de trabajo, con
la participacién de mds de una decena de
técnicos de varias zonas agroclimdticas eu-
ropeas y mostré una AuC (Area under the
Receiver Operating Characteristic -ROC-
Curve) superior al 0,80 y una precisién
en torno al 0,82 para sintomas de estadios
medios o avanzados de la enfermedad, y de
un 0,76 para sintomas tempranos. El algo-
ritmo desarrollado se basaba en un algorit-
mo clésico de procesamiento de imdgenes
que permitia describir la imagen en térmi-
nos de sus caracteristicas visuales soporta-
do por algoritmos de aprendizaje mdquina
que le permitian asociar dichas caracterfs-
ticas con las enfermedades asociadas. Este
algoritmo dispone de un primer médulo
de procesamiento y normalizacién de ilu-
minacién con un filtro inicial que permite
detectar las regiones candidatas a presen-
tar sintomas de enfermedad. A ello se le
une una segunda fase donde cada una de
las regiones se describe en términos de su
textura y su color, donde un algoritmo de
clasificacién basado en random-forests per-
mitfa la deteccion de enfermedades.

Aunque los resultados fueron muy pro-
metedores, estas técnicas cldsicas de pro-
cesamiento de imagen tienen un nivel
descriptivo limitado que hacen que el
modelo tenga un punto de saturacién que
no le permite generalizar el conocimien-
to y tomar ventaja de un ntmero elevado
de imdgenes de entrenamiento. Como
alternativa para mejorar el poder expre-
sivo de los algoritmos de visién, las redes
convolucionales profundas proporcionan
un marco que permite la definicién de
modelos que actdan, por un lado, como
un extractor de caracteristicas jerdrquico,
y por otro, como un clasificador. Las to-
pologfas de las CNN pueden ser exten-
didas (por ejemplo, acoplando diferentes
capas convolucionales) de tal forma que
la complejidad crezca para mapear el po-
der expresivo requerido para cada tarea
objetivo dada y a la cantidad de datos dis-
ponibles. El mejor ejemplo de esto es la
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competiciéon ImageNet Large Scale Visual
Recognition Competition (ILSVRC2012)
aplicada por Russakovsky en 2015 que
superaron en mas de un 10 % la precisién
mediante el uso de CNN. Esta competi-
cion pide a los contendientes clasificar un
set de imagenes en diez clases conocidas
pudiendo utilizar un millén de im&genes
de entrenamiento. A partir de este resul-
tado, el mundo de la visién artificial ha
experimentado una tremenda eclosién
de numerosas soluciones basadas en deep
learning y redes convolucionales que per-
miten superar con creces los resultados
tradicionales obtenidos por las técnicas
clasicas de visién. Todas estas aproxima-
ciones han sido extensamente analizadas
en un amplio rango de aplicaciones, des-
de el diagndstico médico sobre imégenes
dermatoldgicas e histopatoldgicas, entre
otras, hasta coches de conduccién auté-
noma y control de calidad en la industria
de manufactura.

Las aplicaciones en agricultura no han
sido una excepcion en esta tendencia. Las
redes neuronales (Deep neural nets) se han
empleado satisfactoriamente para predic-
cion del uso del suelo a partir de imdgenes
de satélitel”; fenotipado de plantas'®y de-
teccién de malas hierbas!". En el dominio
de la identificacién de enfermedades, en
2016 se aplicé una red '”! basada en Alex-
Net” para modelar 13 enfermedades a par-
tir de un conjunto de imdgenes obtenidas
a partir de una busqueda de internet. Ini-
ciativas como PlantVillage ha permitido a
sus promotores el disefio de aplicaciones
basadas en una arquitectura GoogleNet",
donde han aplicado técnicas de trans-
ferencia de conocimiento para adecuar
el modelo al caso de uso concreto. Estos
autores proporcionan una precisién del
99,35 % en sus modelos. Sin embargo,
cuando estos algoritmos son analizados
bajo diferentes condiciones fuera de sus
colecciones fotogrificas de entrenamien-
to, la precisién baja hasta el 31,4 %. El
hecho de que las colecciones fotograficas
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usadas hayan sido tomadas en condiciones
controladas y que los modelos sélo hayan
sido entrenados basdndose en sintomas de
estados avanzados de la enfermedad, impi-
de su aplicacion para la deteccién tempra-
na de las enfermedades en condiciones de
iluminacién variadas, algo esencial para
su aplicacién eficaz. Ademads, estos algo-
ritmos no tienen en cuenta los casos en los
que una misma planta u hoja puede pre-
sentar sintomas de dos 0 mas enfermeda-
des simultdneamente; sélo pueden identi-
ficar la enfermedad més extendida, que no
tiene por qué ser la de mayor importancia
para el cultivo en términos de control in-
tegrado de enfermedades.

Aproximacién metodolégica para
la aplicacién de vision artificial
con CNN a la identificacién

de enfermedades de trigo en el
campo

A continuacién, se describen brevemente
los pasos metodolégicos abordados para la
identificaciéon de los primeros sintomas de
enfermedades de trigo mediante nuestra
propuesta de vision artificial. La secuencia
es una muestra de los puntos criticos a te-
ner en cuenta para su uso eficaz y preciso
en condiciones de campo. Los sintomas de
varias enfermedades pueden aparecer si-
multdneamente en las hojas e incluso jun-
to a otras lesiones producidas por plagas
o fisiopatias que no son objetivo de este
trabajo.

Captura de imdgenes en condiciones de
campo. Se usaron fotografias tomadas con
siete dispositivos méviles comerciales con
sistemas operativos Windows, Android
e iOs. Se realizaron en diferentes estados
fenoldgicos de la planta en, al menos, 36
variedades con diferente sensibilidad a las
enfermedades objeto del estudio y barrien-
do todo el abanico de sintomas, desde los
mds tempranos a los mds tardios, apare-
ciendo o no simultdneamente en una mis-
ma hoja o junto a otras lesiones no aso-
ciadas a estas enfermedades. Finalmente,
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Se cred una base
fotografica con
cinco cultivos
incluyendo las
enfermedades
mas frecuentes
cuyo control estd
condicionado

a la aparicion

de los primeros
sintomas en
campo

Se ha
desarrollado

un algoritmo

de visién
artificial para
identificacién de
enfermedades
vegetales que
ha sido validado
en condiciones
de campo

para cuatro
enfermedades de
trigo

cada foto fue to-
mada bajo distin-
tas condiciones de
luz, localizacién
o fecha, tiempo
de  exposicion,
orientacién, etc.
Durante tres afios
consecutivos  se
tomaron cerca de
12000 fotografias
que constituyeron
la base fotografi-
ca de referencia
para la definicién
del algoritmo
computacional
de identificacién
[Figura 1].

Creacién de la DataSet de imagenes ini-
cial. Se cred una base fotografica con cin-
co cultivos (trigo, avena, cebada, colza y
maiz), incluyendo, en cada uno de ellos,
las enfermedades mds frecuentes cuyo
control estd condicionado a la aparicién
de los primeros sintomas en campo. A par-
tir de ella se desarrollé un algoritmo m4s
generalista, capaz de distinguir los prime-
ros sintomas de un amplio grupo de enfer-
medades. Para las labores de validacién, se
usaron cuatro enfermedades de trigo (sep-
toriosis, helmintosporiosis y roya parda y
amarilla).

Segmentaciéon y
anotacién  ma-

nual de sinto-
mas. Jodas las
imdgenes fueron

segmentadas por
técnicos expertos
en las enfermeda-
des y adiestrados
para este fin. Tal
y cOmo se presen-
ta en la Figura 2,
cada  fotografia

quedd  codificada

Vision artificial y deep learning en diagndstico de fitopatologias

Figura 1. Algunas de las fotografias que componen la coleccion creada para el desarrollo
de algoritmos de vision artificial.

segiin la zona a analizar (hoja) y la zona
con presencia de sintomas o signos de la o
las enfermedades presentes.

Algoritmo de inteligencia artificial. Una
vez desarrollado el algoritmo de visién ar-
tificial, se optimizé su precisién mediante
diferentes configuraciones. Se adaptaron
topologfas de redes neuronales convolu-
cionales para lidiar con distintas enfer-
medades de forma simultdnea en estadios
tempranos de la enfermedad, teniendo en
cuenta el preprocesamiento, extraccién
de zonas de interés, aumento artificial de

Figura 2. Proceso de segmentaciéon manual de cada fotograffa. /zda.: Imagen
original; Centro: Hoja a analizar; Dcha.: Zonas de manchas o puntos caracteristi-
cos de las enfermedades.
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Las técnicas de
vision artificial
y deep learning
abren nuevas
posibilidades
para dafios
causados por
plagas e incluso
la identificacién
de plantas

1 adventicias

la cantidad de datos disponibles, topologia
de la red y el disefio de una red completa-
mente convolucional.

Validacion del algoritmo. Un grupo de 20
agricultores y técnicos fueron los encar-
gados de realizar las labores de validacién
del sistema, en Alemania y Espafia. Usa-
ron sus propios smartphones y una aplica-
cién (App) disefiada para tal fin. En para-
lelo, todas las fotografias tomadas fueron
finalmente revisadas por un experto de
NEIKER para confirmar la operatividad
del sistema, y se calculé su precisién con-
trastando los resultados con el algoritmo
previamente definido.

Aplicacion para Smartphone (App).
Ha sido desarrollada una aplicacién para
smartphone que permite la adquisicién de
imdgenes y el reconocimiento automd-
tico de las enfermedades presentes en la
captura. La aplicacién funciona con An-
droid, iOS, y Windows Phone. Permite la
identificacién en menos de tres segundos
y guarda todas las imdgenes recogidas para
desarrollos estadisticos posteriores y mejo-
ras del sistema.

Conclusiones

Se ha desarrollado un algoritmo de visién
artificial para identificacién de enfermeda-
des vegetales que ha sido validado en con-
diciones de campo para cuatro enferme-
dades de trigo: septoriosis (Septoria tritici),
helmintosporiosis o Tan Spot (Drechslera
tritici-repentis) y royas (Puccinia striiformis
y Puccinia recondita) y ha sido adapta-
do a una aplicacion para smartphones. La
precisién del mismo se ha perfeccionado
mediante el uso de una red convolucional
basada en bloques residuales con diversas
mejoras, incluyendo técnicas de aumento
de datos y seleccién de zonas de interés,
que ha permitido la identificacién de en-

fermedades en estadios tempranos mante-
niendo una alta especificidad.

Los resultados observados en condiciones
reales demuestran que nuestros valores de
exactitud equilibrada (Balanced Accuracy-
BAC) se han incrementado de 0,78 con la
aproximacién clésica, a BAC de 0,84 apli-
cando una topologia CNN basada en una
red residual sin ninguna mejora. Sin em-
bargo, esto provocaba bajas especificidades
que no permitian la deteccién correcta en
estadios tempranos donde el BAC era de
0,78. La mejora en la estimacién de con-
fianza, la segmentacién superpixel y el
entrenamiento con fondos aleatorios, in-
crementaron el desempefio del algoritmo
hasta un BAC de 0,87 tanto para estadios
tempranos como tardios. El uso de técnicas
de aumento de datos permitié obtener una
mejora de un 2 % adicional. Nuestro algo-
ritmo de visién artificial aplicando técni-
cas de deep learning, permite identificar los
primeros sintomas de varias enfermedades
de los vegetales bajo los condicionantes
habituales encontrados por técnicos y agri-
cultores en campo con una precisién supe-
rior al 96 % de acuerdo con los pilotos de
campo realizados.

Las técnicas de visién artificial y deep learning
sobre dispositivos méviles proporcionan
una nueva herramienta para la identifica-
cién de enfermedades en estadios tempra-
nos y abren nuevas posibilidades, también
para dafios causados por plagas e incluso la
identificacién de plantas adventicias.

El préximo paso de este equipo de trabajo
serd, ademds de validar el sistema de vi-
sién artificial sobre otras enfermedades,
conocer en qué medida este desarrollo se
convierte en una herramienta de apoyo
para la aplicacién eficiente de tratamien-
tos fitosanitarios y contribuye a la reduc-
cién de uso de los mismos.
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HISTORIAS DE LA INMUNOLOGIA/
SEROLOGIA EN ESPANA CONTADAS
POR UN FITOPATOLOGO
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o INTRODUCCION o

Erase una vez una Patologia Vegetal que hasta la década de 1970 basaba los métodos de
deteccion, diagnostico y caracterizaciéon de agentes patdgenos en observacion de sintomas,
inoculacion mecanica de plantas indicadoras herbaceas o injerto de plantas indicadoras le-
fiosas, transmision por cuscuta o por vectores, aislamiento en medios de cultivo, microscopia
Optica y electrénica, pruebas bioquimicas y fisioldgicas, y en algunas pruebas inmunoldgicas
o seroldgicas. Entre estas Ultimas, las mas utilizadas eran: métodos de aglutinacion simple o
al latex o bentonita en tubo o portaobjetos, precipitacion y difusion doble de Ouchterlony
[Figura 1] y radial o de Mancini en medio con agar [Figura 2], inmunoelectroforesis e inmu-

nofluorescencia indirecta.

Figura 1. Equipo de inmunodifusién: mesa de nivel para el medio con agar
en soportes de plastico para portaobjetos de cristal, tanques incubadores y
troquel. En la parte inferior izquierda de la vetusta diapositiva, varios ejemplos
ya desecados y tefiidos de comparacion de antigenos por inmunodifusion
doble o de Ouchterlony (el antisuero diluido en el pocito central; y, alrededor,
distintos antigenos para ser comparados) y titulacion de antisueros en
diluciones seriadas de los mismos.

En este relato, que no cuento histérico nove-
lado o de ficcidon, me referiré a métodos inmu-
nolégicos (también conocidos cominmente por
serolégicos), frecuentemente desarrollados en
Europa, es decir, a aquellos métodos que estan
relacionados con la inmunizacion de animales
para producir antisueros (anticuerpos policlo-
nales), anticuerpos monoclonales especificos
mediante la tecnologia de hibridomas, y anti-
cuerpos recombinantes. Pero también, especial-
mente el término ‘serologia’, se refiere al uso de
los anticuerpos producidos para detectar e iden-
tificar comparativamente antigenos (patégenos
de plantas o sus metabolitos), y realizar estudios
epidemiolégicos para mejorar el control, pues
a todo ello han contribuido significativamente,
en especial desde 1976 hasta la actualidad, la
inmunologia y la serologia aplicadas a la Fitopa-
tologia. En unas lineas veremos la razén de esa
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fecha concreta, tan lejana para muchos y tan
préoxima para otros con mas experiencia.

El objetivo de los virélogos y bacteriélogos in-
volucrados en inmunologia basicamente ha sido
la generacién de anticuerpos y su uso mediante
técnicas seroldgicas. Actualmente, la inmunolo-
gia para los fitopatdlogos incluye la produccion,
purificacién y expresion de antigenos, produc-
cion de anticuerpos, asi como la expresion de
genes de anticuerpos en sistemas heterélogos
para produccién de “fitoanticuerpos” y el uso
de los anticuerpos producidos en variados for-
matos en funcién del objetivo a conseguir.

Figura 2. Inmunodifusién radial o de Mancini. Se observa un halo de
precipitado alrededor de las muestras (extracto bruto o discos de hoja)
infectadas, colocadas dentro del gel que contiene anticuerpos especificos del
patégeno a detectar. Constituyé un intento de deteccion rutinaria de virus y actual ha sido largo, pero prolifico en desarrollos

El recorrido de la inmunologia hasta su estado
bacterias en la época. cientificos y tecnolégicos y en su transferencia
para resolver problemas. Estos hechos se han su-
cedido de manera muy rapida y en pocos afnos, debido a los sucesivos y significativos avances en inmunologia/
serologia, que han revolucionado el diagnéstico, la deteccion y la caracterizacion de virus y bacterias, y han
abierto el camino a su aplicacion a otros patégenos de plantas.

En Espafa fueron pioneros en la produccién y uso de antisueros de interés en Fitopatologia durante el pe-
riodo 1966-1976: Pedro Urquijo y Juan Rodriguez Sardifia, que los aplicaron a virus de la patata en la Estacion
de Fitopatologia Agricola de Magedondo, Centro Regional de Investigacion y Desarrollo Agrario (cripa 01) de la
Region Galicia y Norte del inia (La Corufia, actual ciam de la Xunta de Galicia); Genoveva Tejerina y Maite Serra,
para bacterias, en el Centro de Investigaciones Biolégicas (ci-csic)-Madrid; Pascual Cufat, Enriqgue Hernandez
y Eduardo Primo, para el virus de la tristeza de los citricos (CTV), en el Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de Alimentos de Valencia (1ata-csic); y los laboratorios de virologia de Miguel Rubio-Huertos (ciB-csic)-Madrid y
el de Antonio Pefia en el criba 06 del nia-Madrid para su uso en inmunodifusion doble e inmunoelectromicros-

copfia. Pero su mayor aplicaciéon fue para el control de la sanidad de la pa-

El recorrido de la tata de siembra frente a virus, gracias al esfuerzo y dedicaciéon de Antonio
. , Garcia Orad y Francisco Pérez de San Roman, en la Granja Modelo o Es-
mmun°|°g|a hasta tacion de Mejora de la Patata de Arkaute, Vitoria (cripa 03 del inia, actual
su estado actual Neiker). A los dos ultimos, la ser les reconocié sus contribuciones en este
ha sido Iargo, campo del conocimiento durante el X Congreso Nacional de Fitopatologia

celebrado en Valencia en 2000.
pero prolifico
en desarrollos En 1977, tras mi integracion en el cripa 07 del inia (actual via), se cred un
laboratorio de Inmunologia con animalario donde se han realizado cientos
cientificos Yy de antisueros en conejo, para uso en Virologia y Bacteriologia y como ser-
tecnol()gicos y en vicio para otros centros; desde 1989, anticuerpos monoclonales y, a partir

. de 1994, anticuerpos recombinantes, pero todo ello se comentara en unas
su transferencia lineas mas adelante.

para resolver , o . - ,
Comenzaré estas historias por una de las técnicas serolégicas mas usa-
problemas das en Bacteriologia en la década de 1970:
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La inmunofluorescencia
(IF), una técnica todavia
vigente

En su variante denominada IF
indirecta se ha utilizado y se sigue
aplicando en numerosos laborato-
rios europeos para la deteccion de
bacterias!"”. Esta técnica de inmu-
nomarcado de antigenos fijados en
un portaobjetos, utiliza en primer
lugar anticuerpos especificos y pos-
teriormente inmunoglobulinas anti
la especie animal utilizada en pri-
mer lugar, marcados con sustancias
fluorescentes (isotiocianato de fluo-
resceina, ferritina, etc.), que al ser
epiiluminadas con luz ultravioleta
permiten visualizar las células bacte-
rianas [Figura 3]. Aunque subjetiva,
es sensible (10° células/ml) pero su
especificidad depende de la de los
anticuerpos empleados. Se utiliza en
Espafia desde 1975 (ciB-csic), se le
dio un importante impulso a partir
de 1977 (Bacteriologia del actual

Figura 3. Inmunofluorescencia indirecta. Células de Xylophilus
ampelinus de una vifa enferma de necrosis bacteriana. Al
ser epiiluminados con UV, aparecen fluorescentes las células
bacterianas reconocidas por los anticuerpos especificos.
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IVIA) y se continda utilizando
en Laboratorios de Diagnds-
tico de diferentes CC. AA.,
principalmente en Aldearrubia
(Salamanca) y Neiker (Vito-
ria) para bacterias de la pata-
ta (Ralstonia solanacearum vy
Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus), ya que estd reco-
mendada en las Directivas eu-
ropeas sobre estos patdgenos y
en protocolos internacionales
de la European and Mediterra-
nean Plant Protection Organi-
zation (EPPO).

La primera revolucién
en inmunologia/serolo-

gia: el método ELISA

El método inmunoenzima-

Figura 4. Dispensado de 0,2 ml de extracto bruto/
pocillo de placa ELISA (96 pocillos 8x12) con la
ayuda de una pipeta automatica de piston y cono
desechable de plastico.

“

tico EIA (acrénimo de “in-
munoensayo enzimdtico”, en
inglés) comenzo en 1969 al po-
nerse a punto la conjugacién
de enzimas a proteinas mediante el
uso del glutaraldehido,
para detectar intrace-
lularmente antigenos
y anticuerpos. Su uso
en microplacas de
titulaciéon de polies-
tireno de 96 pocillos
de fondo plano (an-
tes se realizaba habi-
tualmente en tubos),
se debe a Voller et al.
(1974)4 que lo apli-
c6 a la deteccion de
la malaria. En 1976 lo
denominaron ELISA
(Enzyme-linked
Immuno Sorbent
Assay) y, en su for-
mato de doble sdnd-
wich de anticuerpos

(DAS), se aplico

por vez primera a la deteccién
de virus de frutales (Arabis mo-
saic virus, ArMV; y Plum pox
virus, PPV) por Voller et al. (1976)
By Clark y Adams (1977) .. Pos-
teriormente, se aplicé a otros paté-
genos de plantas, virus y bacterias,
citados en revisiones por Garnsey y
Cambra (1991, 1993)19" Cambra
et al. (1996, 2011)B2., En todos los
casos se utilizaron extractos brutos
no purificados, lo que constituyé una
enorme ventaja al no tener que tra-
tar la muestra [Figura 4]. Por cierto,
la actual y popular pipeta automdtica
de pistén fue patentada en 1965 por
Heinrich Schnitger (Universidad de
Marburgo, Alemania) y distribuida
inicialmente por Eppendorf y des-
pués por Gilson en su variante de
volumen variable y puntas desecha-
bles de plastico (1972). Esta pipeta
jugé un papel clave en el desarrollo
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Figura 5. Inicialmente, se efectuaba la lectura de placas ELISA
visualmente, una vez frenada o paralizada la reaccion por adicion de
50 microlitros/pocillo de NaOH 10M. También se leian trasvasando
el contenido de cada pocillo a una microcubeta para determinar la
absorbancia o densidad 6ptica en un espectrofotémetro a 405 nm
para el color amarillo de la fosfatasa alcalina, y obtener asi valores
ELISA cuantitativos.

de la técnica ELISA. La primeras pi-
petas automdticas se adquirieron en
Espana en 1974 (Centro Nacional
de Biotecnologia e INIA-Patologia
Animal, Madrid) y en 1977 en el
IVIA para nuestro laboratorio de se-
rologfa. Las pipetas multicanal apa-
recieron en 1978 para adaptarse a la
tecnologia ELISA en pleno desarro-
llo en el sector sanitario.

Como curiosidad premonitoria
del auge que tendria en Espafia el
método ELISA, merece la pena re-
cordar que casualmente fue presen-
tado por vez primera por A. Voller,
A. Bartlett y D. Bidwell durante el
“3 International Congress of Viro-
logy” celebrado en Madrid en 1975.
Unos afios més tarde, el Dr. Alister
Voller fue invitado al INIA de Madrid
en 1980, con motivo del 1¢ Sim-
posio ELISA, organizado por José
Manuel Sanchez-Vizcaino y por mi,
para divulgar el método en Medi-
cina y Patologia Animal y Vegetal.
Nos comenté que lo denominaron

asi ya que buscaron
un acrénimo feme-
nino y que pudiera
pronunciarse  facil-
mente en la mayoria
de idiomas. A este
primer simposio si-
guieron otros en
1981 y 1982 organi-
zados por los mismos
anteriores y el médi-
co Ignacio Moneo
del Hospital Ramén
y Cajal-Madrid.
Ademsds, en una se-
rie de cursillos tedri-
co-précticos, organi-
zados por el INIA, se
dio a conocer la téc-
nica a nivel nacional
en distintos ambitos cientificos e in-
dustriales y se publicé la primera mo-
nografia sobre ELISA en Patologia
Animal y Vegetal por el IN1a (San-
chez-Vizcaino y Cambra, 1981)!'7,
que despertd gran interés en la épo-
ca. En 1987 se tradujo al francés e
inglés a requerimiento de la Office
International des Epizooties (OIE),
que lo publicé. Pero
aquel era un pafs con
una administracién
central, coordinada
por el Ministerio de
Agricultura y el INI1A
en aspectos relacio-
nados con la Fito-
patologia y la Sani-
dad Vegetal, donde
era posible realizar
facilmente estas ac-
tividades a nivel
nacional.

En Espafia, el
primer laboratorio

ELISA para Fitopa-

tologia se monté en septiembre de
1977 en Virologia e Inmunologia
del Centro de Proteccién Vegetal y
Biotecnologia del cripa 07 del N1A
(actual 1viA), tras mi incorporacién
al Centro. Al principio se lefan las
placas pocillo a pocillo muy rudi-
mentariamente [Figura 5] y después,
en 1978, se adquiri6 un lector auto-
madtico de placas [Figura 6] y un ho-
mogeneizador de véstago Polytron
para muestras lefiosas [Figura 7], que
facilitaron enormemente el trabajo.
El segundo laboratorio ELISA se
creé en 1978 en la Estacién de Me-
jora de la Patata cripA 03 del INIA
en Arkaute, Vitoria (actual Neiker),
para seleccionar patata de siembra
libre de virus. El tercer laboratorio
se estableci6 en 1980 en el Servicio
de Sanidad Vegetal de Montequin-
to (Sevilla) para evaluar la viabili-
dad de un programa de erradicacién
del virus de la tristeza de los citricos
(CTV) en Andalucia. El cuarto la-
boratorio se establecié en 1981 en el
Servicio de Sanidad Vegetal de Silla
(Valencia) para realizar una amplia
prospecciéon de CTV a nivel de tér-

Figura 6. El uso de lectores automaticos permitié realizar cinéticas
de la reaccion y aplicar la técnica ELISA a miles de muestras de
una forma objetiva (cuantitativa). En la imagen, el primer lector
adquirido en el IVIA en 1978.
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Figura 7. La preparaciéon de muestras de plantas lefosas
en homogeneizadores de vastago tipo Polytron®, permitié
analizar mas facilmente extractos y popularizar la deteccién y
diagnéstico en dichos cultivos.

mino municipal en la Comunidad
Valenciana; tenfa el objetivo de pro-
porcionar consejos a los agricultores
en funcién de la prevalencia del vi-
rus, para el cambio de una citricultu-
ra cldsica a una moderna que debfa
de estar basada en el uso de varie-
dades libres de virus injertadas sobre
patrones seleccionados, sanos y tole-
rantes al sindrome de tristeza. Se di-
sefid una verdadera fabrica de reali-
zar analisis ELISA, que era capaz de
procesar 900 drboles/dia con resulta-
dos en 24 horas gracias a un equipo
de tres operarios homogeneizadores
[Figura 8], lavador y lector automa-
tico de placas. El test habitual hasta
entonces consistia en inocular por
injerto plantas indicadoras de lima
mexicana que, tras 6-8 meses de
cultivo en invernadero climatizado,
permitian saber por sus sintomas, si

el 4rbol analizado es-
taba libre de CTV en
el momento de toma
de la muestra. Como
una potente citricul-
tura como la espafiola
no se podia permitir
exclusivamente  un
sistema de deteccién
tan lento, se implant6
este método seroldgi-
co y se pas6 de anali-
zar unos 600 4rboles/
afio por injerto a 4500

arboles/semana  por
ELISA. Ello indica
claramente  alguna

de las ventajas de la
técnica (rapidez diag-

nostica y capacidad
de uso masivo). Pero
ademds, el coste de
una prueba biolégica
en plantas indicadoras
para anilisis de CTV
pasé de ser (entonces, en pesetas)
el equivalente a unos 48 €/arbol
mediante inoculacién de plantas in-
dicadoras a 1,3 €/arbol por ELISA
con extractos y a 0,12 €/impresién
por inmunoimpre-

sién-ELISA,
se relata m4s tarde.

como

El método revo-
lucioné la deteccién
y diagnéstico de pa-
tégenos de plantas
al permitir su aplica-
cién masiva a gran
nimero de muestras
de forma simple,
cuantitativa (objeti-
va), semiautomatica
y econdmica. Se pu-
dieron analizar miles
de muestras durante

prospecciones, campafias de erradi-
cacién y reduccién de indculo, con-
troles en viveros y para el control
cuarentenario y seleccién sanitaria
de plantas madre sanas. El método
se popularizé a partir de 1987 en la
practica totalidad de Laboratorios
de Diagnéstico de las CC. AA. y en
muchos Centros de Investigacion.
Adquirié especial relevancia en vi-
rologia de plantas lefiosas y otros
cultivos de multiplicacién vegeta-
tiva, desplazando completamente a
otros métodos por su sencillez, ro-
bustez, bajo coste y sensibilidad, a
pesar de que el uso de anticuerpos
policlonales de antisueros, frecuen-
temente presentaba serios problemas
de especificidad, que limitaban su
uso extensivo y fiabilidad.

La tecnologia de hibridomas
para generar anticuerpos
monoclonales especificos

La produccién y uso de anticuer-
pos monoclonales especificos cons-
tituyé una segunda revolucién en
inmunologia aplicada a Patologfa
Vegetal, al aportar, ademas de total
especificidad, una gran sensibilidad.

Figura 8. Tres operadores con homogeneizadores de vastago en
el laboratorio de ELISA disefiado en 1981 en el servicio de Sanidad
Vegetal de Silla (Valencia), para andlisis masivo de muestras de
especies lenosas. Permitia analizar 900 arboles/dia.
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El uso de anticuerpos
monoclonales
especificos
constituyo una
segunda revolucion
en inmunologia
aplicada a Patologia
Vegetal

La introducciéon del procedi-
miento para “inmortalizar” células
secretoras de anticuerpos (linfoci-
tos) de animales (ratones) inmuni-
zados, mediante su fusién con célu-
las tumorales de mieloma, dio como
resultado la tecnologfa de hibrido-
mas!'”, por la que les concedieron el
premio Nobel de Medicina en 1984
a los britanicos Georges Kohler y
Niels Jerne y al argentino César
Milstein. Las células de hibridomas
combinan dos rasgos parentales: la
produccién de anticuerpos especifi-
cos de un unico epitopo o determi-
nante antigénico y el crecimiento y
cultivo continuo in wvitro. Esta sofisti-
cada tecnologia permite la produc-
cién ilimitada de grandes cantidades
del mismo anticuerpo especifico de

En 1983-84 se
produjeron,
patentarony
comercializaron
anticuerpos
monoclonales
especificos de CTV,
y de los virus X e Y
de la patata y del
virus de la sharka

forma reproducible. Se les denomi-
na anticuerpos monoclonales ya que
son segregados por un tnico clon
celular y, consecuentemente, son
homogéneos. Un anticuerpo mo-
noclonal reconoce o reacciona con
un tnico epitopo del antigeno con
el que se inmunizé al ratén Balb/c
donante.

La tecnologia de hibridomas fue
aplicada internacionalmente por
muy escasos laboratorios de Patolo-
gia Vegetal y empresas de diagnosti-
co en la década de 1980-1990. Las
primeras aplicaciones en Fitopa-
tologfa las realizaron Briand et al.
(1982)" y Gugerli y Fries (1983)
(12l En Espafia fueron pioneros y los
tUnicos laboratorios que han produ-
cido anticuerpos monoclonales tti-
les para Fitopatologia, la empresa
Inmunologia y Genética Aplicada
(Ingenasa) de Madrid, y el Labora-
torio de Virologia e Inmunologia
del actual 1viA. La acertada visién
del miA en 1983 llevé a la firma de
un convenio entre la entonces em-
presa publica del grupo i1 (Institu-
to Nacional de Industria) Ingenasa
y el actual 1viA, para la produccién
de anticuerpos monoclonales frente
a virus que afectaban a cultivos es-
tratégicos del pafs. Asi en 1983-84
se produjeron, patentaron y comer-
cializaron anticuerpos monoclonales
especificos de CTV!™| y después, de
los virus X e Y de la patata y del vi-
rus de la sharka (PPV). En el actual
1VIA se produjeron desde 1989 anti-
cuerpos monoclonales especificos
de la bacterias Xylophilus ampelinus,
Pectobacterium atrosepticum, Erwinia
amylovora, Ralstonia solanacearum y
otros de Plum pox virus-PPV (anti-
cuerpo 5B-IVIA/AMR), todos ellos

de referencia internacional y mu-

chos patentados. Muy recientemen-
te las empresas espafiolas Plant Print
Diagnostics SL, en colaboracién con
Ingenasa, han producido anticuer-
pos monoclonales especificos fren-
te a la bacteria emergente Xylella
fastidiosa, patégeno que pone en pe-
ligro cultivos estratégicos espafioles.

La distribucién internacional de
los kits de diagndstico basados en
anticuerpos monoclonales ha es-
tado siempre en mano de empresas
espafiolas (Ingenasa, Madrid; Durviz
Comercio Exterior, Paterna, Valen-
cia; AMR Lab Espafia, Valencia y
Barcelona; y Plant Print Diagnostics
SL, Guadassuar, Valencia) aunque
los han distribuido las principales
empresas internacionales de diag-
noéstico como Bioreba-Suiza, Adgia-
EE.UU., Agritest-Italia y Loewe-
Alemania, por su calidad y para
completar el catdlogo de patégenos
de cuarentena.

El impacto de la técnica ELISA
basada en anticuerpos monoclona-
les sobre el diagnostico, deteccion
e identificaciéon de patdgenos de
plantas ha sido enorme, confirién-
dole especificidad, sensibilidad y
anticuerpos caracterizados en lotes
idénticos en el tiempo, a un precio/
muestra sostenible. Para dar una idea
de su repercusién, baste citar el nu-
mero de andlisis realizados con an-
ticuerpos generados en Espafia para
algunos patégenos. Para deteccion
y diagnéstico de CTV se estima que
se han realizado desde 1985 mas de
4.5 millones de andlisis ELISA con
los anticuerpos monoclonales 3DF1
y 3CAS5 en Espafia y casi un millén
adicional en otros paises. Otro anti-
cuerpo monoclonal espafiol que ha
tenido mucha aceptacién por su es-
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pecificidad, avidez y por reaccionar
frente a todos los tipos descritos de
PPV (sharka) es el 5B-IVIA/AMR y
la secuencia del epitopo que recono-
ce ha sido patentada y publicada. Se
estima que se han realizado, desde su
obtencién en 1993, mas de 3,5 mi-
llones de andlisis en Espafia y unos
5 millones en otros paises especial-
mente en Canad4 y EE. UU., donde
ha servido de base en los inicios de
sus programas de erradicacion del vi-
rus. Estos anticuerpos monoclonales,
asi como la mayorfa de los produci-
dos en Espafia, han sido validados
y aparecen como recomendados en
protocolos o estandares de detecciéon
y diagnéstico internacionales de la
EPPO y de la International Plant Pro-
tection Convention (1Pprc) de la Fao.

La disponibilidad de anticuerpos
monoclonales producidos en ratén
ha permitido configurar distintos
formatos de ELISA con anticuerpos
policlonales (de conejo o cabra).
Estas variantes estdn muy adaptadas
para distintos fines y segin la posi-
bilidad de produccién o adquisicién
de anticuerpos de los usuarios. Di-

INMUNO

DIRECTA-ELISA®

Immunoprinting-ELISA®
issue print-ELISA®

T

Figura 9. Kits completos de inmunoimpresion que contienen
testigos impresos, membranas, tampones y substrato para revelar
las improntas impresas (I/magen cedida por Plant Print Diagnostics

de su pagina web www.plantprint.net).

cha versatilidad ha
permitido configurar
diversas  variantes
de ELISA directa
(D), indirecta (I),
doble sandwich de
anticuerpos (DAS)
y doble sandwich
de anticuerpos indi-
recto (DASI) tam-
bién
triple siandwich de
anticuerpos-TASP?,

denominado

aunque las mds po-
pulares para detec-
cion son DAS vy
DASI con extractos
y D (versién inmu-
noimpresién).

Para la deteccién de virus o bac-
terias, la inmunoimpresién direc-
ta-ELISA (Direct Tissue Blot Im-
muno Assay-DTBIA o Tissue-print
ELISA®) permite detectar y locali-
zar antigenos en improntas o impre-
siones realizadas en membranas de
nitrocelulosa. Todo ello sin realizar
extractos y mediante un método
sencillo que posibilita su ejecucion
por personal no es-
pecializado en téc-
nicas de laboratorio,
ya que el kit comer-

RESION

cial desarrollado en
1994 por convenio
Plant Print
Diagnostics e IVIA
[Figura 9], contiene
todo lo necesario in-

entre

cluso testigos impre-
sos en la membrana,
para realizar la prue-
ba en horas. Este
método, aplicado y
desarrollado comer-
cialmente en Espa-

Figura 10. Inmunoimpresién o Tissue print-ELISA de testigo
positivo del virus de la tristeza de los citricos (CTV) contenido en
el kit. Se observan acimulos de precipitado violaceo en el floema
de la seccion impresa de un brote, correspondientes a epitopos
de la capsida proteica del virus reconocidos por los anticuerpos
monoclonales.

fia, ha popularizado el diagnéstico y
deteccién en viveros de citricos. El
sistema es discreto, muy econémico,
no precisa laboratorio y pueden re-
velarse las membranas en un espacio
reducido, o incluso ser enviadas por
correo para su revelado y es muy dtil
para localizar proteinas de patdge-
nos, o incluso ARN de doble cadena
viral en secciones de tejidos [Figuras
10 y 11]. El método en forma de kit
comercial es muy utilizado por vive-
ristas de citricos para deteccién de
CTV [Figuras 12, 13, 14 y 15] y en
otros cultivos como tomate para de-
teccién de virus. La lectura de mem-
branas se realiza a simple vista o con
ayuda de una lupa binocular, pues
facilmente se distinguen las mues-
tras positivas de las negativas [Figura
16]. Se estima en mas de medio mi-
116n las plantas/afio que son analiza-
das por los propios viveristas con un
coste de unos 20 céntimos/planta.
Esta técnica permite el analisis in-
dividual de plantas inmediatamente
antes de una exportacién concerta-
da y garantiza la ausencia del virus
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Figura 11. Inmunolocalizacion de ARN de doble cadena
en el floema de una seccion de tallo joven de naranjo dulce
infectado por el virus de la tristeza de los citricos (CTV), impresa
en nitrocelulosa y revelada con anticuerpos anti-polinucleétidos

sintéticos por inmunoimpresion-ELISA.

de la tristeza en el material analizado
individualmente. Este sistema vali-
dado es mas sensible que la técnica
ELISA convencional, puesto que no
usa extractos que pueden inhibir la
reaccién o modificar epitopos y no
posee riesgos de contaminacién cru-
zada entre muestras.

Otra
constituye el denominado enriqueci-
miento-ELISA-DASI para la detec-

cién de bacterias. Dado que la sen-

interesante variante la

sibilidad de la técnica convencional
a veces no es la deseada, en una fase
previa las bacterias de la muestra son
incubadas en un medio semiselec-
tivo o selectivo, para su enriqueci-
miento o multiplicacién, que puede
efectuarse en la misma microplaca
ELISA. Luego, las bacterias diana
son capturadas con anticuerpos po-
liclonales y, finalmente, se detectan
por anticuerpos monoclonales espe-
cificos conjugados con fosfatasa al-
calina, garantizdndose asi la especi-
ficidad de la deteccién de la bacteria
diana aunque esté entre otras enri-
quecidas. Su sensibilidad es de hasta
10 ufc/ml en la muestra inicial™.

Actualmente exis-
te una cierta ten-
dencia a utilizar tiras
diagnésticas de flujo
lateral basadas en an-
ticuerpos de alta es-
pecificidad vy, a pesar
de su menor sensibi-
lidad comparado con
ELISA
nal o inmunoimpre-

si6n-ELISA y su ele-

vado precio/muestra,

convencio-

cumplen su papel al
ser de uso sencillo y
obtener el resultado
en unos minutos incluso en condi-
ciones de campo o aduana. Todas es-
tas dltimas posibilidades seroldgicas,
sencillas para el usuario, han sido
revisadas y recomendadas!”.

La dltima
revolucion en
inmunologia:
la ingenieria
de anticuer-
pos, clonado y
expresion de
genes de anti-
cuerpos

La  produccién
de anticuerpos fun-
cionales  (inmuno-
globulinas G) en
plantas  transgéni-
cas la describieron
Hiatt et al. (1989)131,
Al principio de la
década de 1990, el
clonado y expresién
de genes de anti-
cuerpo revoluciond
la tecnologia de pro-
duccién de anticuer-

pos, ya que minimiza

o incluso elimina el uso de animales
de laboratorio. En la actualidad, el
uso de animales para producir an-
ticuerpos, se regula con normas le-
gales que tienden a evitar su sufri-
miento, a incrementar la eficiencia y
a disminuir costes de su produccion.
Un anticuerpo recombinante es
cualquier molécula, expresada en un
sistema heterélogo, que sea capaz de
reconocer o unirse especificamente a
epitopos en moléculas antigénicas o
no. En contraste con los anticuerpos
derivados de antisueros o de cultivo
de hibridomas, se hizo patente la po-
sibilidad de generar fragmentos de
anticuerpo o anticuerpos completos
recombinantes sintéticamente, e in-
cluso su uso para inmunomodular la
infeccién por patégenos en plantas
transgénicas que los expresen. Una

Figura 12. Toma de muestras en Viveros Valencia de citricos
realizada por los viveristas. Hojas de la planta madre a analizar
(4-10 segun tamafo de la planta) son insertadas en un alambre
para, posteriormente en laboratorio, proceder a la impresién de
una seccion fresca de su peciolo y su revelado.
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Figura 13. Ristra de hojas de citricos insertad

completa revisién del tema ha sido
publicada por la Sef'!l y merece la
pena citar las contribuciones es-
pafiolas de Terrada et al. (2000)!""
[Figura 17], que demostré que se
pueden generar anticuerpos recom-
binantes e incluso conjugados, que
muestran la misma o mayor eficacia
de reaccién en ELISA que los anti-
cuerpos convencionales. La interfe-
rencia de anticuerpos recombinantes
con la infeccién viral la demostra-
ron Tavladoraki et al. (1993)!"ly fue
aplicada en nuestro pafs por Esteban
et al. (2003)¥ con fragmentos scFv
de anticuerpo contra la ARN repli-
casa NIb de PPV, y por Cervera et al.
(2010)P! en limas mexicanas trans-

Figura 14. Toma de muestras en Viveros Alcanar de citricos: dos
operarios toman muestras que son impresas en invernadero y
posteriormente reveladas por los mismos operarios (1400 plantas/
dia) mediante inmunoimpresién-ELISA.

as en alambre para
su analisis por inmunoimpresion-ELISA en laboratorio. La imagen
da idea del niumero de muestras que es posible analizar por esta
técnica de una forma sencilla, sensible y econémica.

' génicas resistentes
- al CTV, por expre-
sién de una versién
recombinante  de
los anticuerpos mo-
noclonales 3DF1 vy

3CA5.

Pero no todo lo
que reluce es ELI-
SA. Para finalizar
las loas a la serolo-
gia hay que resefiar
también

que son

frecuentes los reve-
lados

tras separacion electroforética o in-

serolégicos,

munoelectrotransferencia con anti-
cuerpos marcados con digoxigeni-
na, y que durante muchos afios se
realizaron métodos de captura con
anticuerpos previos a PCR conven-
cional (inmunocaptura-PCR), o se
siguen empleando anticuerpos mar-
cados con oro coloidal o metales
pesados en inmunoelectromicros-
copia.

Epilogo o desenlace

La demanda e interés de la inmu-
nologia/serologia en Fitopatologia,
llevé a la organizacién en el 1via de
dos cursos internacionales del pro-
grama BRIDGE patrocinado por la
EU. Sin embargo, el
riesgo es que en una
futura edicién de
esta historia comen-
por
una Patologfa Vege-

cemos “Erase
tal con escasos fito-
patélogos duchos y
expertos en serolo-
gia”, que inexora-
blemente llevard al
andlisis de un menor
ndmero de muestras

de forma sostenible y me temo que
esto refleja la realidad vigente. Lo
actualmente popular son las técni-
cas de amplificacién molecular que
tienen indudables ventajas y se di-
vulga que son muy sensibles, pero el
coste de su sensibilidad son los falsos
positivos. Claro estd que el coste de
la especificidad seroldgica puede ser
la presencia de falsos negativos. No
obstante, en el equilibrio est4 la vir-
tud (precisién o exactitud) y los al-
tos valores predictivos de positivos y
negativos!!’'?2. Por ello, la EPPO re-
quiere, para confirmar casos criticos
0 en transacciones econdémicas de
alto valor o para la publicacién ofi-
cial de la introduccién de un nuevo
patégeno, realizar los andlisis por dos
métodos basados en distintos princi-
pios biolégicos. Normalmente, en

virologfa, por una técnica basada en

Figura 15. Aspecto de una membrana en
la que se han ido impresionando secciones
frescas de peciolo de hoja (dos/plantén
de vivero) en campo o invernadero. Se
suelen imprimir de 1000 a 1100 peciolos/
membrana de 7x13 cm.
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Figura 16. Membrana revelada en la que
se pueden apreciar la impresion (2 brotes/
planta x 2 impresiones/brote que resultan
en 4 improntas/planta) de secciones frescas
de brotes. Las muestras positivas muestran
coloracion. Normalmente los viveristas
realizan unas 820 impresiones de brote/
membrana que corresponde al andlisis de
205 plantas/membrana. Es mas popular
el uso de peciolos de hoja pues supone
mas muestras (aproximadamente 1050/
membrana) y es menos destructivo para la
planta.

PCR y por una seroldgica, a ser po-
sible con anticuerpos monoclonales
especificos.

En Espafia el 1via ha liderado la
campafia para comparar y validar las
denominadas técnicas moleculares
con las serolégicas con pardmetros
de diagnéstico adecuados (no solo
sensibilidad y especificidad). La
conclusién es que, frecuentemen-
te, el criterio de referencia alterna
entre una técnica molecular o una
serolégica, especialmente si se tiene
en cuenta para la eleccién de una
técnica de deteccion la prevalen-

cia del patégeno, como se efectia
en Sanidad Humana y Veterinaria.
Unos ejemplos claros son los eva-
luados para CTV y PPV por algunos

autores!! 0421221,

Frente a una alta prevalencia es-
perada del patégeno, suele ser mas
adecuado emplear la técnica maés
sensible; pero si se espera una baja
prevalencia, es mds conveniente
usar la técnica mds especifica. Esto
es justo lo contrario de lo que se sue-
le aplicar en muchos laboratorios
de Patologia Vegetal al disefiar una
prospeccion. Igualmente, si se desea
evitar la entrada de un patégeno en
frontera (cuarentena), la aplicacién
de la técnica mds sensible es reco-
mendable aunque pueda conducir
a falsos positivos. Otros criterios
son el econémico y de cribado: la
realizacién de numerosos controles
por la técnica més especifica es més
efectiva, para conocer la realidad,
que la realizacién de escasos anili-
sis por la técnica m4s sensible. Ello
atafie actualmente a la deteccion de
Xylella fastidiosa, por ejemplo, don-
de se realizan andlisis casi exclusi-
vamente por PCR en tiempo real
(aproximadamente a 7 €/muestra sin
contar amortizacién de equipos) y se
efectdan escasas pruebas serolégicas
de muy inferior coste y gran senci-
llez, especialmente si se emplean
reactivos especificos como los anti-
cuerpos monoclonales ahora dispo-
nibles. Esta filosoffa serolégica per-
mitirfa analizar rutinariamente miles
de plantas de vivero, incluso priva-
damente vy, tras resultados negativos,
realizar algunos tests por PCR para
certificar la ausencia del patégeno
en una amplia zona o vivero y avan-
zar asf en el conocimiento rapido de
la situacién para el control efectivo

ALKPHOS

¥
scFv-APS

scFv

scFv-ZIP

scFv-C,-ZIP

Figura 17. Representacion figurada de
las proteinas globulares obtenidas por
ingenieria genética que conforman un
fragmento scFv de anticuerpo recombinante
(VI'y Vh, cadena variable ligera y pesada,
respectivamente enlazados por un péptido
de unién), de conjugados recombinantes
con fosfatasa alcalina (alkaphos) como
producto de fusién y de minianticuerpos
estabilizados con cremallera de leucina
(zip) (Tomada de Terrada et al. 2000,
Phytopathology 1013, 1337-1344; acceso
abierto).

de las enfermedades que causa y po-
der tomar las medidas mas adecua-
das para su prevencién, contencién
y erradicacién, con base cientifica,
que no solamente politica.

La pasién me ha desbordado y
temo que me he extendido m4s de lo
aconsejado y deseable. Por ello pido
disculpas a los pacientes lectores y a
los editores de la sEf. Gracias a todos
los que han contribuido a ensanchar
los conocimientos sobre la inmuno-
logia/serologia en Espafia y, especial-
mente, a los que durante los dltimos
45 afios han inmunizado animales,
generado anticuerpos monoclonales
o recombinantes y comparado técni-
cas en los laboratorios del 1via, Inge-
nasa y en los laboratorios oficiales de

Diagnéstico de las CC. A.A.
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!.NTREVISTA...

k - —

...al DrR. MiGUEL A. CAMBRA
ALVAREZ

El Dr. Miguel Angel Cambra Alvarez fue jefe del Laboratorio de Diagnéstico fitopatolégico del
Gobierno de Aragon desde 1982 hasta su reciente jubilacién en febrero de 2017. Fue socio de la
SEF desde 1987, vocal de la Junta desde 1999 a 2003 y socio fundador del Grupo Especializado en
Diagnostico, Deteccién e Identificacion GEDDI-SEF. En esta entrevista nos revelara su trayectoria
profesional, los retos y logros obtenidos en su vasta carrera investigadora y sus experiencias en

el mundo de la Fitopatologia.

... por Nieves Capote

Instituto Andaluz de Investigacion y Formacion Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la Produccién
Ecolégica (rapa Centro “Las Torres”). Alcala del Rio, Sevilla

Nos puedes hacer un breve resumen de
tu trayectoria profesional?

Finalicé los estudios en la ETSI Agrénomos
de Madrid en 1979, y busqué, sin una vocacién
clara, trabajos relacionados con la zootecnia
ya que “los bichos” me gustaban desde nifio.
Por entonces, las cosas en materia de empleo
estaban mejor que ahora, pero lo que ofrecia
el mercado laboral para los que empezdbamos
eran fundamentalmente pequefios proyectos
de construccién de naves para ganado, riegos,
revestimiento de acequias y similares, en los que
participé realizando mis primeras incursiones
profesionales.

En 1981 conseguiun contratocomoradaristaen la
lucha antigranizo. Estuve durante dos campafias,
de mayo a octubre cada una, localizando y
midiendo la altura, densidad y recorrido de los
ctimulos-nimbos con un radar ubicado en el
pico de San Caprasio de la Sierra de Alcubierre
(Huesca), de 1000 metros de altitud, a 17 km
de sitio habitado, al que se
accedia por pistas de tierra. Las
contrataciones se realizaron
en el marco de un convenio
existente entre el Ministerio
de  Agricultura, Servicio
de Defensa contra Plagas e

En 1981 consequi
un contrato como
radarista en la

lucha antigranizo

Inspeccién  Fitopatolégica, y la Diputacién
Provincial de Zaragoza. Fue una experiencia
inolvidable; habfa que tener vocacién de eremita
para mantenerte dfa tras dia en aquel solitario
monte viendo venir las tormentas.

En 1982, la Diputacion General de Aragdn,
como ente preautonémico, no podia contratar
personal, por lo que se buscé la férmula de becas
de formacién para trabajar en Sanidad Vegetal.
Esa fue mi verdadera oportunidad. Se publicé
una convocatoria para seleccionar a los becarios
que trabajarfan en esta drea y conseguf una de las
becas. Desde entonces y hasta mi jubilacién he
vivido en este mundo de la fitopatologia, siempre
en el laboratorio de diagnéstico y prospecciones
fitosanitarias. Vamos, que naci, creci y me jubilé
como fitopatélogo en el laboratorio.

Realicé el doctorado en la Universidad
Politécnicade Valencia en 1997 sobre La Necrosis
Bacteriana de la Vid, causada por Xylophilus
ampelinus. Deteccién seroldgica, distribucion en
Aragon y sensibilidad wvarietal.
Mis directores de tesis fueron
la Dra. Marfa Milagros Lépez
(Chiqui, como bacteriéloga)
y el Dr. Mariano Cambra (por
serologfa/inmunologfa);  asf
todo quedaba en casa entre


mailto:marian.capote@juntadeandalucia.es

hermanos. En la tesis estudié un
grave problema real de las vifias
de Aragén en las décadas de 1980-
1990. El trabajo obtuvo el accésit
del XIII Premio “Jorddn de Asso”
de Investigacién Agraria (1998),
concedido por la institucién
Catdlico”  de

Provincial de

“Fernando el
la  Diputacién
Zaragoza. En esta etapa aprendi
y desarrollé varias técnicas, y me
di cuenta de la importancia no
solo de aplicar rigurosamente una
metodologia en el trabajo sino
que, ademds, en muchos casos, habia que recurrir a
emplear la imaginacién para disefiar técnicas sencillas
que ayudaran a la recogida y anilisis de muestras; y
como a mi siempre me ha gustado inventar artilugios,
disefié un método semiautomatico para recuperar fluidos
xilematicos de vid, que probablemente fuera también
muy util para detectar ahora la enfermedad de Pierce
(Xylella fastidiosa), tan importante actualmente.

Una parte fundamental, desde el comienzo de mi vida
profesional, ha sido la formacién continua, participando
en mds de 50 cursos. Muchos de ellos fueron organizados
ante la emergencia de nuevos patégenos y era preciso
coordinar y normalizar la analitica a aplicar en todos los
laboratorios de las comunidades auténomas (CC. AA).
En cuanto a la docencia, he impartido clases en mas de
70 cursos y numerosas conferencias de dmbito nacional.
En mi trayectoria profesional he intentado combinar
el diagnéstico, la transferencia y la investigacion;
he participado en diez proyectos I+D financiados
en convocatorias publicas, he
realizado 56 contribuciones a
congresos y reuniones cientificas,
y colaborado en mds de 120
documentos
Ademas

he contribuido, tanto a nivel
internacional,
fotograffas de
plagas, enfermedades y fisiopatias,
a ilustrar libros, webs y articulos
cientificos, propios y ajenos, de

publicaciones vy
cientifico-técnicos.

nacional como

aportando  mis

disfrutar
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En muchos casos,
habia que recurrir
a emplear la
imaginacion para
disenar técnicas
sencillas que
ayudaran a la
recogida y analisis
de muestras

Una vez conseguida
la beca inicial para
trabajar en Sanidad
Vegetal, me fui dando
cuenta de que los
ingredientes de este
trabajo me hacian

>> Entrevista al Dr. Miguel Angel Cambra

divulgacién, asi como boletines para
agricultores.

{Por qué te dedicaste a la Fitopa-
tologia?

Para ser sincero, no sé si decir que
fue el destino, el azar o cualquier otra
razén diferente de la vocacién. Como
he comentado, mi primer contrato fue
para trabajar en la lucha antigranizo,
entonces dependiente del Servicio de
Defensa contra Plagas e Inspeccién
Fitopatoldgica, mediante el seguimiento
de las tormentas. Estos fueron mis
primeros contactos con los funcionarios relacionados
con la fitopatologfa.

Una vez conseguida la beca inicial para trabajar en
Sanidad Vegetal, y a medida que fui teniendo mas
conocimientos y experiencia, me fui dando cuenta de que
los ingredientes de este trabajo me hacfan disfrutar. La
fitopatologia que he practicado, y que me ha apasionado,
incluye el contacto con los agricultores y viveristas,
el uso combinado de técnicas de campo y técnicas en
el laboratorio y, en muchos casos, el seguimiento del
problema hasta su resolucién. Todo ello en situaciones
anualmente cambiantes que obligan a aprender todos los
dfas, por lo que no me he aburrido nunca.

Actualmente mi deformacién profesional llega a tales
niveles que no puedo pasear por campos o jardines sin
observar el estado sanitario de las plantas y los drboles
que me salen al paso.

He vivido tan intensamente este trabajo, que pronto se
convirtié en mi verdadera vocacién,
y he permanecido, aun a costa de mi
promocién personal, en el mismo
puesto desde mis comienzos hasta mi
jubilacién.

({Qué relacion has tenido con la
SEF y qué te ha aportado?

Soy miembro de la Sociedad
Espafiola de Fitopatologia desde
1987 y desde entonces he intentado



participar lo mds activamente

posible.

Asisti por primera vez a un congreso
de la SEF en 1989 en Badajoz y
en 1991 moderé la Mesa redonda
“Situaciéon  Fitopatolégica  de
Aragén” en el 4mbito de las jornadas
que, con el sector agrario, llevd a

cabo la SEF en Zaragoza.

Por otro lado, los integrantes de
los laboratorios de Sanidad Vegetal
considerdbamos que era importante
alguno de nosotros

que nos

similar!

representara en la Junta Directiva
de la SEE Con este cometido fui vocal de la Junta desde

1999 a 2003.

El ser miembro de la Sociedad y participar en ella me ha
aportado mucho porque me ha permitido relacionarme
directamente con los fitopatélogos espafioles e incluso
establecer unas relaciones de amistad que tanto
enriquecen, conocer las lineas de trabajo que desarrollan
y estar al dfa en las nuevas técnicas de laboratorio.

También soy miembro del Grupo Especializado en
Deteccién, Diagnéstico e Investigacién (GEDDI-SEF)
desde su creacién en 2011.

(Cudles son los inicios del Laboratorio de

diagnéstico del Gobierno de Aragén?

Echando la vista atrds, en 1970 se crearon las
Estaciones de Avisos Agricolas que se especializaron
fundamentalmente en “plagas” (artrépodos) pero
carecfan de conocimientos y equipos de laboratorio para
el diagnéstico de patdgenos. Estos trabajos los realizaban
los investigadores fitopatélogos del Instituto Nacional de
Investigaciones Agrarias (INIA) y del Consejo Superior

de Investigaciones Cientificas (csic).

En los afios 80, con el mayor
desarrollo competencial de las CC.
AA, se lleg6 a la conclusién de que

iCuantas vueltas

he dado con una
muestra en las
manos mostrandola
y preguntando si
alguien, alguna vez, Ei
habia visto esos
sintomas o tenia
experiencia en algo

Existe una falta
de recursos

>> Entrevista al Dr. Miguel Angel Cambra

y deteccién rutinarios, funciones
propias de estos laboratorios, asf como
las prospecciones fitosanitarias que la
legislacion europea exige efectuar en
origen para el movimiento de material
vegetal, en aplicacién de las diferentes

directivas comunitarias.

Laboratorio en Aragén esta

situado junto a Sanidad Vegetal
del Centro de
Tecnologia Agroalimentaria (CITA) y
del csic, en el Campus de Aula Dei,
lo que es un acierto ya que permite

Investigaciéon y

compartir conocimientos, recursos
y una histérica biblioteca. Tener cerca especialistas
e investigadores en distintas materias, como frutales,
horticolas, riegos, fertilizacién y otros, es una ventaja
importante. {Cuéntas vueltas he dado con una muestra
en las manos mostrandola y preguntando si alguien,
alguna vez, habia visto esos sintomas o tenfa experiencia

en algo similar!

;Cudles son los principales problemas a los que se
enfrenta un laboratorio de diagndstico?

Los problemas, creo que vienen de la necesidad de
personal adecuadamente preparado y en actualizacién
constante. Luego, en el dia a dfa, aparecen dudas y
problemas en todas las etapas del diagnéstico y la
deteccién, desde la toma de muestra hasta su resolucién.

Nos enfrentamos a una gran diversidad de plagas y
enfermedades que afectan a un elevado ndmero de
cultivos e incluso de masas forestales. Del material
vegetal hay que conocer minimamente su fenologia,
comportamiento y desarrollo vegetativo. Las técnicas de
andlisis, a su vez, también evolucionan ripidamente y
requieren de equipos y reactivos nuevos, de los que no
siempre se dispone con la rapidez deseada y conveniente.
También hay que tener en cuenta que
las consultas han de ser resueltas y
comunicadas con la mayor celeridad

era necesario crear los Laboratorios humanos técnicos posible.

de Sanidad Velgeta'h lo ql.le»dademélls’ adecuadamente Podemos afirmar que existe }1na
Supuso para los investigadores [a falta de recursos humanos técnicos
liberacién de trabajos de diagnéstico formados adecuadamente formados. Por todo
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ello habria que incorporar planes
de formacién continua anuales y
participar activamente en los foros
de trabajo, no solo los responsables
de los laboratorios sino el resto
de colaboradores. No debemos
olvidar la importancia que tiene
la formacién en los aspectos de
muestreo, que tanto condiciona la
emisién de un diagndstico o una
deteccion fiables.

{Cual de los organismos nocivos
de los vegetales consideras que
ha sido el mas devastador o ha
causado mayor impacto en la
agricultura?

graves

Desde el momento (1993) en que se produjo la libre
circulacién de mercancias con la desaparicién de
las fronteras intracomunitarias y el fenémeno de
globalizacién del comercio, la aparicién o emergencia de
nuevas enfermedades en Espafia ha sido incesante.

Es dificil decidir cudl de las enfermedades detectadas ha
sido la mas devastadora, ya que gran parte de ellas estdn
esperando su oportunidad para mostrar su virulencia.
Posiblemente el fuego bacteriano de las rosiceas
(causado por Erwinia amylovora) sea la mas importante en
Aragén, ya que retne todas las caracteristicas favorables
para causar dafios graves: es una bacteria de crecimiento
rdpido, migra en la planta a gran velocidad siendo capaz
de destruir un drbol de especie o variedad sensible en una
campafia; afecta a cultivos lefiosos de importancia como
frutales de pepita, plantas rosdceas

ornamentales vy silvestres; tiene
gran capacidad de diseminacién
a corta y larga distancia tanto
mediante vectores bidticos (insectos
polinizadores —abejas— y otros que
pueden constituir plaga, péjaros,
material vegetal, labores de poda,
etc.) como abiéticos (lluvia, granizo,
viento); y, por dltimo, se carece de

medios eficaces de gestion integrada.

En la actualidad se sigue con gran
preocupacién en Europa el desarrollo
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Posiblemente el
fuego bacteriano
de las rosaceas
sea la enfermedad
mas importante
en Aragon, ya
que reune todas
las caracteristicas
favorables para
causar danos

En Espana, a finales
de los anos 80, se
fundé el GTLD que
reunia, en unas
jornadas anuales, a
los técnicos de esos
laboratorios de las
distintas CC. AA.
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y evolucién de Xylella fastidiosa, bacteria
recientemente detectada en Espafia
que puede infectar a 360 especies
vegetales entre las que se encuentran el
olivo, la vid, el almendro, los citricos,

la alfalfa...

estratégicos en el drea mediterrdnea.

cultivos fundamentales o

Adema3s, cada afio se detectan nuevas
especies hospedadoras,
nuevos genotipos de patogenicidad y

gama de huéspedes desconocidas para la

vectores vy

ciencia, lo que la hace potencialmente
muy peligrosa. Por todo ello, supone
y supondrd un reto para todos los
laboratorios espafioles y europeos.

{Cudl ha sido tu mayor reto en el
mundo de la fitopatologia?

El reto es diario con cada consulta que llega al
laboratorio y de muy diversa indole. Cada afio es
climatolégicamente distinto e influye en las plagas,
enfermedades y fisiopatias que afectan a los diversos
cultivos. Formarse como “generalista” en diagnéstico es
cuestién de tiempo, de experiencia y de la ilusién que
se ponga en ello. Hay que conjugar la observacién de
sfntomas, tanto en el campo como en el laboratorio, y la
aplicacién de técnicas de andlisis.

He de decir que algo que ayudé mucho a la formacién
de las personas que trabajibamos en diagnéstico fueron
los Grupos de Trabajo. En Espafia, a finales de los afios
80, se fundé el Grupo de Trabajo de Laboratorios de
Diagnéstico (GTLD) que reunfa, en unas jornadas
anuales, a los técnicos de esos
laboratorios de las distintas CC. AA.
Era un foro en el que se presentaban
directamente los problemas que
habian surgido y las posibles soluciones

€n Su caso.

Con la
después de mds de 25 afios de trabajo,

“crisis  econdmica’”,
desaparecieron. Como es sabido, en la
actualidad, la SEF estd acogiendo los
intereses de los técnicos en torno a un
nuevo grupo de trabajo GEDDI- SEE
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({Cuales consideras que han sido tus mayores logros
a lo largo de tu carrera o aquel que te ha producido
mayor satisfaccion?

El conseguir, con gente muy diversa y cambiante,
un buen equipo de gran calidad humana y técnica,
que hemos disfrutado aun en las épocas mas dificiles y
de mayor volumen de trabajo. Desde luego no fue algo
que hiciera yo solo, sino gracias a mis compafieros del
laboratorio.

De todos es conocida tu pasién por la fotografia.
De hecho, tenemos el inmenso orgullo de que el
premio SEF de fotografia lleve tu nombre. ;Cémo
empez6 tu aficién y qué satisfacciones o sinsabores
te ha dado?

Me alegro de la oportunidad que me dais para hacer
ptblico mi agradecimiento por poner mi nombre al
concurso de fotografia. Nunca me hubiera esperado este
reconocimiento y mis sentimientos al saberlo han sido
de sorpresa, incredulidad, orgullo y agradecimiento...
por el afecto que sé hay detras de ello.

Pero hablando de fotografia, el primer dfa que entré a
trabajar en el entonces Centro de Proteccién Vegetal,
durante el recorrido por las instalaciones me comentaron
que “habia instrumentos de fotograffa de calidad que
no sabfan manejar y que estaban interesados en que
se utilizasen”, y me ensefiaron un armario repleto de
material y equipos de fotograffa, mas concretamente para
macrofotografia, cdmaras réflex, objetivos macro, anillos
de extensién, etc. de dltima generacién en su momento.
No existian las cdmaras digitales. Habfa que comprar
carretes fotograficos que habfa que enviar a Kodak de
Madrid para su revelado. Era una sorpresa constante, ya
que no sabias si las diapositivas estaban bien o estaban
movidas, a falta de foco, oscuras o quemadas. El proceso
era caro y yo tuve la oportunidad de realizar durante afios
un carrete mds o menos semanalmente, todo dependia
de las salidas al campo, el ndmero
de consultas y de determinaciones a
realizar. Y, como todo, la fotografia
se aprende haciendo fotos.

En el afio 2001 ya disponfamos
de equipos fotograficos digitales
y se digitaliz6 una seleccién de
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El futuro pasa por la
biologia molecular

y la incorporacién

de técnicas rapidas,
especificas y sensibles

diapositivas; en total 60 CD con 6000 fotos. Ahora
es diferente, incluso los teléfonos moviles que tengan
cdmaras decentes pueden utilizarse teniendo cuidado de
encuadrar bien y mantener fija la maquina al disparar y,
en su caso, disparar en posicién automadtica (auto).

La verdad es que cuando empecé no sabfa nada de
fotograffa pero, a medida que iba practicando, me fui
“enganchando” cada vez mds y me hice m4s consciente
de que era una herramienta fundamental para la
divulgacién y la formacién. La cdmara ha sido una
fantdstica compafiera con la que he pasado horas y horas
de trabajo disfrutando vy, en algunas ocasiones, con sus
resultados.

En realidad no soy fotégrafo, soy un fitopatélogo que
hace fotos, podrfamos llamarlo “fitofotopatélogo”.

Como responsable del Laboratorio de diagnéstico,
;c6mo han evolucionadolos métodos de diagnéstico
de patégenos?

En funcién de las caracteristicas propias de cada
Comunidad Auténoma se organizaron los laboratorios;
asf, en Aragén se creé uno, mientras que en Andalucia
inicialmente se crearon tres por la diversidad de cultivos
y la extensién geografica. Al principio los laboratorios
empleaban  técnicas cldsicas, cdmaras himedas,
aislamientos, preparaciones microscopicas y pruebas
bioquimicas, biol6gicas de inoculacién de plantas

indicadoras y bioensayos in vitro.

La implantaciéon de nuevas técnicas siempre ha ido
asociada a la deteccién de un patdgenos; asi, la serologia,
y concretamente la técnica ELISA, se instal6 en el
laboratorio con la aparicién del virus de la sharka (Plum
pox virus); la inmunofluorescencia (IF) se introdujo para
analizar las bacterias de cuarentena que afectan a la
patata; y las técnicas de amplificacién molecular, como
la PCR, para el andlisis de fitoplasmas.

Hoy en dfa, en los laboratorios

se aplican todas las técnicas
disponibles de manera rutinaria.
Ademss, todas ellas evolucionan
mejorando la rapidez, la sensibilidad

y la especificidad.
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>> Entrevista al Dr. Miguel Angel Cambra

{Cémo ves el futuro de la Fitopatologia? ;Cuales
seran los aspectos clave que deberian ser abordados
en el futuro?

Teniendo en cuenta que la globalizacién del comercio
de material vegetal es un hecho imparable, el futuro pasa
por la biologia molecular y la incorporacién de técnicas
rdpidas, especificas y sensibles.

Hay que destacar la dificultad en la aplicacién practica
de la obligatoria normativa comunitaria. Existen planes
de contingencia y planes de accién para cumplir con esa
normativa pero, en algunos casos, en los que no se lleve
a cabo una deteccién precoz, considero que serdn de
dudosa eficacia. A esto hay que afiadir las limitaciones
econdmicas actuales, cada vez mayores, para llevar a
cabo las compensaciones por eliminacién de plantas
infectadas e incluso sanas en zonas tampén, que aseguren
no se ocultan sintomas para evitar los posibles arranques,
y de esta manera, si no erradicar, se pueda, al menos,
ralentizar la dispersién de las enfermedades.

;{Qué consejos darias a las nuevas generaciones de
fitopatélogos?

Que salgan al campo con sombrero y crema para no
quemarse y escuchar lo que “dicen” las plantas.

Bueno, hablando en serio, en realidad no sabria qué
decirles... no soy persona proclive a aconsejar en

ningln aspecto, pero si puedo hacer un apunte sobre
lo que me ha funcionado, y es establecer unas buenas
relaciones laborales y un ambiente agradable que ayude
a la realizacién de un buen trabajo en equipo.

Compartir los recursos graficos generados, por el alto
valor formativo y de divulgaciéon que tienen, y los
resultados de los trabajos realizados.

Y, finalmente, aprender a colaborar desinteresadamente
proporciona no solo satisfacciones y amigos, sino
también resultados.

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

Dedicar tiempo a la familia y los amigos alli donde
estén, y seguir corriendo, son mis mayores intereses
actuales; simplemente eso me hace disfrutar y me
mantiene fuerte para esta nueva etapa de la vida. Por
supuesto, sin dejar de lado el trabajo de renombrar vy
ordenar la coleccién de fotografias para que, mediante el
empleo de alguna aplicacién para su acceso, puedan ser
de utilidad para todos.

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

(Las imagenes provienen del Dr. Cambra, con permiso de uso para la revista SEF)
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Un sistema de senalizacion bacteriana sensible a
plantas detecta un derivado de la etanolamina

Jost ANTONIO GUTIERREZ

Departamento de Microbiologfa. Universidad de Malaga

A plant-responsive bacterial-signaling system senses an ethanolamine

derivative

Coutinho, B. G., Mevers, E., Schaefer, A. L., Pelletier, D. A., Harwood, C. S., Clardy, J. y

Greenberg, E. P.

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 115: 9785-9790

Publicado el 25 de septiembre de 2018

Ng, W. L. y Bassler,
B. L. (2009).
“Bacterial quorum-
sensing network
architectures”.
Annu. Rev. Genet.
43:197-222.

Schaefer, A. L.
etal. (2016). “A
LuxR homolog

in a cottonwood
tree endophyte
that activates
gene expression in
response to a plant
signal or specific
peptides”. mBio 7:
e01101-16.

En bacterias, el sistema de comunicacién
celular mas extendido es el denominado
quorum  sensing (QS). El sistema QS mas
estudiado estd presente en bacterias gram
negativas y se basa en la sintesis y deteccién
de N-acil homoserina lactonas (AHL) por los
productos de los genes luxI-luxR!". Un estudio

[ describe la presencia de un gen

reciente
tipo-luxR no asociado al gen luxl en la cepa
bacteriana endéfita de dlamo Pseudomonas sp.
GMT79. Este gen se denomind pipR y activaba
la expresion de dos peptidasas adyacentes
(pipA y appA) y de un sistema de transporte
tipo ABC en presencia de extractos de hojas
y péptidos, pero no en presencia de AHL.
Hasta el momento, la molécula especifica
capaz de activar este sistema era desconocida.
En este punto se centra el trabajo publicado
recientemente por Coutinho y colaboradores
(2018), donde se pone de manifiesto que
un derivado de la etanolamina actda como
coinductor del regulador PipR, activando
la expresion del gen pipA. Inicialmente, los
autores llevaron a cabo una aproximacién
racional que se basé en el anilisis de una

librerfa de 760

utilizando un sistema de expresién de proteina

“moléculas  pequefias”
verde fluorescente (GFP) para determinar qué
compuestos podrian activar la expresiéon del
gen pipA. Este experimento revelé cémo la

etanolaminaera, sin lugar adudas, el compuesto
que activaba de manera mds significativa
(unas 50 veces m4s) la expresién del gen pipA.
Utilizando el andlisis de mutantes junto con
la expresion de GFP, purificacion de proteinas,
y el analisis mediante High Resolution Mass
Spectrometry (HRMS) y Hydrophilic Interaction
Liquid Cromatography (HILIC), detectaron
un compuesto residual en la solucién de
etanolamina, que era capaz de activar a
concentraciones muy bajas (del orden de
picomolar) el gen pipA. Este compuesto se
caracterizé como N-(2-hidroxietil)-2-(2-
hidroxietil amino) acetamida (HEHEAA), un
derivado que se genera de forma espontinea
a partir de la etanolamina. Por lo tanto, en
este trabajo se describe por primera vez un
compuesto producido por plantas que activa
de manera especifica la comunicacién con
bacterias mediante este sistema regulador
tipo-LuxR. Ademsds, de la etanolamina se
generan docenas de pequefias moléculas de
forma espontdnea, que quizds pudieran estar
activando reguladores tipo-LuxR en otras
bacterias asociadas a plantas. Este trabajo abre
nuevas vias para entender cémo las bacterias
asociadas a plantas son capaces de percibir
los cambios producidos en su ambiente
gracias a sefiales externas y modificar su
comportamiento.
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Selecciéon de un consorcio bacteriano beneficioso
para la planta mediante la induccion de la

enfermedad

CARMEN VIDA

Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterrdnea “La Mayora”
Departamento de Microbiologfa, Universidad de Mélaga

Disease-induced assemblage of a plant-beneficial bacterial consortium

Berendsen, R. L., Vismans, G., Yu, K., Song, Y., Jonge, R., Burgman, W.P., Burmolle, M.,
Herschend, J., Bakker, PA.H.M. yPieterse, C. M. ].

ISME J. 12: 1496-1507
Publicado el 8 de marzo de 2018

l estudio de microorganismos beneficiosos

para las plantas es un tema que ha sido
abordado desde hace décadas con el fin de
entender la ecologia microbiana de estos
y poder disefiar estrategias aplicables en
campo. Los trabajos para el estudio de los
mismos han evolucionado enormemente con
el paso del tiempo y el desarrollo de nuevas
tecnologias. Asi, en el trabajo realizado por
Berendsen et al. (2018) se estudia el papel
del sistema inmune de la planta Arabidopsis
thaliana en la seleccién de una comunidad
de microorganismos de la rizosfera con
capacidad de proteccién frente al patégeno
foliar Hyaloperonospora arabidopsidis, agente
causal del “downy mildew”. El uso de un
microarray ~ comercial ~ (PhyloChip) ha
permitido identificar los principales grupos de
microorganismos presentes en la rizosfera de
A. thaliana procedentes de un suelo supresivo
frente a la enfermedad. Mediante diferentes
técnicas de microbiologia clésica (aislamiento
en medio selectivo, interaccién en medio
sélido) y biologia molecular (extraccién
de 4cidos nucleicos, gRT-PCR, BOX-PCR,
secuenciacion) se ha conseguido disefiar
un consorcio bacteriano artificial formado
por los tres tipos de aislados principales de

la rizosfera, pertenecientes a los géneros
Xanthomonas sp., Stenotrophomonas sp. y
Microbacterium sp. Este consorcio bacteriano
es capaz de estimular el sistema inmune de
la planta y promover el crecimiento vegetal,
contribuyendo, por lo tanto, al control
de la enfermedad. Los diferentes ensayos
llevados a cabo en este trabajo demuestran
la interaccién sinérgica entre las especies
de este consorcio artificial bacteriano
beneficioso para la salud de la planta.
Ademss, la infecciéon con H. arabidopsidis
de plantas de A. thaliana precrecidas en un
suelo, da como resultado el reclutamiento de
microorganismos beneficiosos asociados a la
raiz de la planta que confieren el potencial
de proteccién frente al patégeno que origind
el reclutamiento a una segunda poblacién de
plantas crecidas en el mismo suelo. Este tipo de
estudios profundiza en la ecologfa microbiana
de las comunidades de microorganismos de
suelos supresivos permitiendo demostrar que
la presencia continuada de plantas en un
suelo concreto afectadas por una enfermedad
promueve la seleccién de especies bacterianas
concretas con capacidad para protegerla
frente al patégeno.
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Diagnostico de nueva generacion con CRISPR

CARMEN HERNANDEZ

Departamento de Virologia Molecular y Evolutiva de Plantas
Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (1BMcP, CSIC-UPV)

Valencia

Next-generation diagnostics with CRISPR

Chertow, D. S.
Science 360: 381-382
Publicado el 27 de abril de 2018

os métodos de diagndstico son una

herramienta imprescindible en el campo
de la patologfa tanto animal como vegetal. Esto
hace que el desarrollo de técnicas de deteccién
de patégenos cada vez mds sensibles, rapidas,
sencillas y de bajo coste, sea un objetivo
constante para investigadores del 4rea de la
micologia, bacteriologfa o virologfa. En este
articulo se atrae la atencién sobre tres trabajos
publicados simultdneamente en la revista
Science en los que se ha utilizado la técnica
CRISPR/Cas, no para la edicién gendmica
como empezamos a estar acostumbrados, sino
para el diagnéstico de virus. Estos trabajos,
que han merecido su aparicién en la portada
del mes de abril de este afio de la prestigiosa
revista, seguramente van a suponer una
nueva vuelta de tuerca en el terreno del
diagnéstico de enfermedades infecciosas.
Para aquellos que estén menos familiarizados
con el sistema CRISPR/Cas, recordemos, de
forma muy sucinta, que este sistema consta
basicamente de dos elementos: un RNA gufa
y una endonucleasa Cas. El primero conducira
a la segunda hacia una molécula de DNA de
doble cadena (dsDNA) o de RNA de cadena
simple (ssRNA) —dependiendo del tipo de

proteina Cas—, de una manera especifica de

secuencia y, a continuacién, la endonucleasa
catalizard el corte del dcido nucleico. Los tres
trabajos a los que alude este articulo parten de
la observacién de que determinadas proteinas
Cas, cuando cortan un 4cido nucleico de forma
dirigida (es decir, con la mediacién de un
RNA gufa), inducen, de forma muy eficiente,
el corte colateral en trans de dcidos nucleicos.
Esta propiedad es aprovechada para desarrollar
métodos ripidos de deteccién de dsDNA o
ssRNA virales que incluyen un 4cido nucleico
delator que, al ser escindido, emite una sefial
fluorescente o, incluso, visual en una simple
tira reactiva. Estos métodos son capaces de
detectar distintos patégenos en un tnico
ensayo y hasta de diferenciar aislados virales
con polimorfismos de un Gnico nucledtido.
Estas nuevas aproximaciones necesitardan ser
comparadas con métodos ya establecidos,
pero, si se confirma su eficacia, su impacto en
aplicaciones diagndsticas puede ser enorme.
En los trabajos comentados, las pruebas de
concepto se han realizado con patégenos de
humanos. Su traslado a la patologia vegetal
es probablemente sélo cuestion de tiempo vy,
;por qué no?, podria empezar a ser liderado por
alguno de los lectores de esta resefia.
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Identificacion de pequeinios RINA artificiales
altamente eficientes contra distintos aislados del
virus del bronceado del tomate

FREDERIC APARICIO

Laboratorio de Virologia Molecular de Plantas

Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (1BMcp, csic-urv). Valencia

Fast-forward Identification of Highly Effective Artificial Small RNAs
Against Different Tomato spotted wilt virus Isolates

Carbonell, A., Lépez, C. y Daros, J.A.
Mol. Plant Microbe Interact.
Publicado en linea el 19 de diciembre de 2018

En este estudio, los autores presentan una
estrategia basada en el fenémeno del
silenciamiento génico enddgeno mediante
pequefios RN As artificiales para generar plantas
resistentes al virus del bronceado del tomate
(Tomato spotted wilt virus, TSWV). Este virus se
transmite por medio de varias especies de trips
de manera persistente circulativa propagativa y
presenta una distribucién mundial, infectando
a mas de mil especies de plantas que incluyen
un gran ndmero de especies de interés
agronémico, entre las que destacan tomate
y pimiento. Aunque la introgresién de los
genes de resistencia Sw-5 y Tsw ha permitido
el control de la enfermedad en tomate y
pimiento, la aparicion de nuevos aislados
virales capaces de superar dicha resistencia estd
limitando seriamente su durabilidad. Por ello,
el desarrollo de nuevas estrategias de control
de este virus es realmente muy necesario con
el fin de paliar los graves perjuicios econémicos
que genera esta enfermedad. En este trabajo,
Carbonell y colaboradores presentan una
estrategia para, aprovechando la enorme
cantidad de informacién disponible en las
bases de datos sobre genomas virales, identificar
las mejores regiones diana conservadas en los
RNA virales L, M, y Sy llevar a cabo un disefio
racional de diferentes microRNA artificiales
(amiRNA) altamente eficaces contra el virus
y que, ademds, no presenten homologia con el

genoma del huésped. Tras ensayar en plantas
de Nicotiana benthamina la funcionalidad
y especificidad de los diferentes miRNA
contra dos aislados del TSVW, se abordé la
construccién de un tasi-RNA artificial (syn-
tasiRNA) conteniendo los cuatro amiRNA que
mostraron una mayor eficacia antiviral. Al igual
que los amiRNA individuales, el syn-tasiRNA
demostré ser altamente eficaz bloqueando
in vivo la infeccion de los dos aislados de
TSWV. Los miRNA son altamente especificos
de secuencia, aunque el hecho de ser especificos
de una regién concreta de 21 nucle6tidos
del genoma viral facilita que el virus pueda
mutar en esa regién eliminando su capacidad
de bloquear la infeccién viral. La tecnologia
syn-tasiRNA, en la que varios miRNA
son expresados secuencialmente, evita ese
desventaja incrementando la durabilidad de la
resistencia, lo que la convierte en una potente
estrategia para generar plantas resistentes.
Ademds de demostrar la utilidad de estos
pequefios RNA artificiales como herramienta
para generar resistencias contra enfermedades
virales, este trabajo presenta un protocolo que
permite la identificacién y disefio de estos
RNA vy determinar su actividad funcional
antes de iniciar el costoso trabajo que supone
la transformacién de plantas para generar
resistencia antiviral.

~
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Un virus de 1000 anos recuperado de un antiguo
asentamiento de nativos americanos es el virus de
plantas mas antiguo encontrado hasta la fecha

ace siglos, los nativos americanos que vivian en lo que ahora es el sudoeste de los Estados

Unidos cultivaban regularmente el maiz y la calabaza. En la década de 1970, las excavaciones
en el asentamiento conocido como Antelope House, situado en las profundidades de un canén de
Arizona, descubrieron mazorcas de maiz, granos y cascaras. Marilyn Roossinck y sus colaboradores
en la University Park de la Universidad Estatal de Pensilvania, han recuperado tres genomas casi
completos de un virus de ARN de doble cadena previamente desconocido, a partir de mazorcas
gue datan de alrededor del afio 1000. Llamaron al nuevo virus Zea mays chrysovirus 1 porque
estd relacionado con la familia similar a Chrysoviridae de virus que pueden infectar las plantas y se
transmiten de generacién en generacion por las semillas. Los investigadores también encontraron
un pariente cercano del nuevo virus en el maiz moderno. Las secuencias de ARN del virus moderno
difieren de las secuencias antiguas en solo un 3 %. El récord anterior para el virus de plantas mas
antiguo, un aislado del virus del mosaico estriado de la cebada que se encuentra en la cebada del
norte de Africa, tenfa aproximadamente 750 afios.

Mas informacién en el nimero de J. Virology de octubre.

Los cientificos europeos se unen para salvaguardar la
mejora de precision para una agricultura sostenible

C ientificos lideres que representan a méas de 75 centros e institutos europeos de investigacién en
ciencias de la vida y de las plantas han respaldado un documento que reclama urgentemente
a los responsables politicos europeos que salvaguarden la innovaciéon en la mejora genética de
plantas y en la agricultura en general. Los cientificos estan profundamente preocupados por la
reciente sentencia del Tribunal de Justicia de la Comunidad Europea sobre las técnicas modernas
de edicion del genoma que podrian llevar a una prohibicién de facto de la mejora genética de
cultivos. Como resultado, los agricultores europeos podrian verse privados de una nueva generacion
de variedades de cultivos mas resistentes a la temperatura y mas nutritivas, variedades que se
necesitan con urgencia para responder a los desafios ecoldgicos y sociales actuales. Junto con las
innumerables declaraciones de los institutos de investigacion europeos que han aparecido online
durante los ultimos meses, esta declaracion es prueba de un sélido consenso entre la comunidad de
investigadores de ciencias de la vida en Europa sobre las consecuencias negativas de esta decision.

La mejora de los cultivos se ha realizado durante siglos mediante técnicas convencionales de mejora
genética, lo que da lugar necesariamente a importantes cambios genéticos en la planta. Hoy en dia,
las técnicas innovadoras representan un salto cualitativo en la mejora genética dado que permiten
realizar los cambios genéticos deseados con gran eficacia y precision.
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Métodos innovadores de mejora vegetal necesarios para afrontar los desafios del
cambio climatico

La agricultura alimenta al mundo. En ese sentido, el desmoronamiento del sistema alimentario es
uno de los mayores riesgos del cambio climatico. Los cultivos que son mas tolerantes a los cambios
rapidos y los entornos mas hostiles, como el reciente periodo de extrema sequia en algunas partes
de Europa, seran cruciales para el éxito en la produccién de alimentos del futuro. Uno de los Ultimos
avances en este campo es la mejora de precisién, un método innovador de mejora de cultivos
basado en la edicién del genoma. La mejora de precision puede contribuir a adaptar los cultivos a un
area especifica, considerando los factores ambientales de una determinada region. También puede
utilizarse para generar cultivos con una mejor composicion nutricional, una mejor digestibilidad, un
menor contenido de componentes antinutricionales, una alergenicidad reducida o que requieran
menos insumos, lo que tiene un beneficio directo para nuestro medio ambiente.

Los institutos europeos de investigacion de plantas convocan conjuntamente a la
accion.

Las consecuencias de una regulacion muy restrictiva de los métodos innovadores de mejora vegetal
pueden ser devastadoras. La innovacion agricola europea resultante de este nuevo método de
ediciéon gendmica se verd limitada debido a las grandes restricciones que esta legislacion de la
Union Europea (ue) plantea. Esto dificultara el progreso en la agricultura sostenible y darad una
desventaja competitiva a la industria europea. Los impactos en nuestra sociedad y economia seran
enormes. Para salvaguardar la innovacion en la agricultura en Europa, los firmantes del documento
piden un nuevo marco regulatorio que evalte nuevas variedades de cultivos basadas en argumentos
cientificos.

Dirk INzg, director cientifico de VIB-UGent Center for Plant Systems Biology (Flandes, Bélgica) y uno
de los propulsores de este documento de consenso ha declarado: “El apoyo que hemos recibido por
parte de los cientificos europeos ha sido abrumador desde el principio. Para mi, ilustra claramente
la dicotomia actual en Europa: como lideres europeos en el campo de las ciencias de las plantas
estamos comprometidos a brindar soluciones innovadoras y sostenibles a la agricultura, pero
nos encontramos obstaculizados por un marco regulatorio obsoleto que no esta en linea con la
informacion cientifica reciente. Con esta declaracion, esperamos promover en la ue politicas basadas
en la evidencia, que es de crucial importancia para todos nosotros”.

~
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of bacterial spot disease

of stone fruits caused by
Xanthomonas arboricola
pV. pruni: development of a
disease forecasting system

Doctorando: D. Gerard
Morales Nicolas

Directores: Dr. Isidre Llorente
Cabratosa, Dra. Concepcio
Moragrega Garcia
Institucién: Universitat de

Girona. Institut de Tecnologia
Agroalimentaria
Fecha: 11 de abril de 2018

Factores climaticos

y agronomicos que
determinan la incidencia y
distribucion geografica de
nematodos fitoparasitos en
olivar en Andalucia

Doctorando: D. Antonio J.
Archidona Yuste
Directores: Dr. Pablo Castillo y
Dr. Juan A. Navas Cortés
Instituciéon: Universidad
de Cdérdoba (uco); Instituto
de Agricultura Sostenible
(1as), Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas
Fecha: 29 de noviembre de
PAONRS:
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ESENAS SOBRE CONGRESOS
Y REUNIONES CIENTIFICAS

XIX Congreso Nacional de Fitopatologia

Del 8-10 de octubre de 2018
Toledo

CAROLINA EscoBar

Presidenta del Comité Organizador

S—_

' OGIA
VUM

TOLEDQ 2018

1 XIX Congreso bienal organizado por la

Sociedad Espafiola de Fitopatologia se
celebré en Toledo los dias 8 a 10 de octubre
de 2018. Fue una ocasion tnica para reunir a
los expertos dedicados al estudio de las enfer-
medades de las plantas en Espafia. Se escogié
como sede el Hotel Beatriz, especializado en
convenciones, para promover la interaccién
entre la comunidad cientifica. En la presen-
tacion del Congreso, realizada en el marco
incomparable del Campus de la Facultad de
Ciencias Ambientales y Bioquimica de Tole-
do, ademds de la presidenta del Comité Orga-
nizador y del presidente de la SEF, pudimos
contar con el vicerrector de Investiga-
cién de la UCLM y un representante de la
Consejerfa de Agricultura. Los objetivos
planteados por el Comité Cientifico fue-
ron, entre otros, promover la interaccién
e intercambio de conocimiento entre los
fitopatdlogos y la difusién de este conoci-
miento a la Sociedad y al sector socioeco-
némico correspondiente. El congreso ha
contado no solo con la participacién de
ponentes internacionales, invitados de
reconocido prestigio, en cuatro Ponencias

Plenarias, sino con la de grupos emergentes
de investigadores jovenes en seis Ponencias
Invitadas, que tuvieron ocasién de transmitir
su “Fascinacion por la Patologia Vegetal” a
los 310 inscritos, ndmero cercano al nime-
ro de miembros activos de la ser. Cientificos
en formacién, emergentes o ya consolidados,
asi como personal de los servicios de sanidad
vegetal, compartieron experiencias también
con las empresas que tuvieron ocasioén de pre-
sentar su trabajo cientifico-técnico en dos se-
siones especificas de empresas y transferencia.
Como colofén al Congreso, en lo que espera-
mos que sea una tradicién a partir de ahora,
tuvimos ocasién de conocer la trayectoria
investigadora de un miembro de la Sociedad
distinguido por sus relevantes contribuciones
cientificas y sus fuertes compromisos con la
SEF. En esta ocasién fue la Dra. Marfa Milagros
Lépez quien nos transmitié su conocimiento
y su ilusién por la Fitopatologia en una sesién
extraordinaria. Por otra parte, la Asamblea de

La Sociedad Espaiiola de Fitopatologia

reconoce como

Socio de Honor
a
Jesas M* Murillo Martinez

Por su dedicacion y sus valiosas contribuciones a la Sociedad.
Toledo, Octubre 2018

M=o /
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Aiio 2018

L - TOLEDO 2018

la SEF tuvo el placer de recono-
cer al Dr. Jests Murillo socio de

honor por su activa participa-
cién en la Sociedad y por sus
contribuciones cientificas rele-
vantes en el campo de la Fito-
patologia.

Esta conferencia sigue al
workshop “Xylella fastidiosa:
knowledge gaps and research
priorities for the EU” que fue
organizado en 2015 por la EFsA
y las Direcciones Generales de
Investigacion e Innovacidn,
Agricultura y Desarrollo Rural,

y Salud y Seguridad Alimenta-

ria de la Comisién Europea. Se
prevé la organizacién de con-
ferencias de cardcter anual para ayudar a sa-
tisfacer la solicitud de la Comisién Europea de
obtener actualizaciones cientificas periddicas
sobre la investigacion de X. fastidiosa a nivel
mundial.

El congreso se estructurd en sesiones que abar-
caron los dmbitos fundamentales de la Fitopa-
tologfa (Control, Resistencia a enfermedades,
Manejo integrado, Deteccién y diagnéstico,
Epidemiologia, Interaccién planta-patégeno,
Manejo de enfermedades en la era genémi-
ca, Enfermedades emergentes, etc.) desde un
punto de vista multidisciplinar, incluyendo
abordajes agronémicos, moleculares, celulares
y bioquimicos, entre otros. La idea subyacen-
te fue conocer y asegurar la salud de nuestras
plantas en un
contexto que in-
tegre parametros
de globalizacién
econdmica.

Fomentar el es-
piritu critico y
la curiosidad in-
vestigadora en
Patologia Vege-
tal en los jove-
nes también es

una responsabilidad de la SEr. Puesto que los
posters son una via ampliamente utilizada por
los investigadores jévenes y en formacién, se
cambié el formato de la eleccién del mejor
Premio a Péster SEF en el que diez finalistas
tuvieron que defender sus candidaturas fren-
te a un comité de expertos. A este premio se
sumd, como en otras ocasiones, el Premio a la
mejor comunicacién oral SEF-PHYTOMA 2018
cuya evaluacién fue también exhaustiva. Hay
que afiadir el broche de color ostentado por
el premio de fotografia que, aunque ya tradi-
cional, se convirtié en el premio de reciente
creacién dedicado a Miguel Cambra, Premio
SEF de Fotografia Cientifica en Fitopatologia
Miguel Cambra. Es de destacar también que,
con el objeto de fomentar la divulgacién en
temas relacionados con la Fitopatologia, en
este congreso se instauré por primera vez el
Premio de relatos cortos en Fitopatologia, que es-
peramos tenga una continuidad en los proxi-
mos eventos de la Sociedad.

Asi, en este contexto histdrico-cultural de la
ciudad de Toledo, declarada por la UNESCO
Patrimonio de la Humanidad, compartimos
e interactuamos con inquietud cientifica 310
participantes, de los cuales 180 eran socios de
la SEf y 78 estudiantes, asf como varios miem-
bros permanentes de la SEF a los que se les dio
un trato “especial”, todo ello con un resultado
excelente y motivador. Os esperamos en 2020
en la proxima edicion XX del Congreso de
Fitopatologia en otra extraordinaria ciudad:
Valencia.

Participantes en el XIX Congreso de la Sociedad Espafiola de Fitopatologia. Toledo, 8 al 10 de
octubre de 2018 (Foto suministrada por Javier Cabrera Chaves).
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Asistentes a la reunion anual conjunta de los proyectos POnTE y

Reunién anual de los proyectos europeos POnTE

v XF-ACTORS

Del 23 al 26 de octubre de 2018
Moncada, Valencia.

MARTINA CENDOYA y ELENA LAZARO

Institut Valencia d’'Investigacions Agraries (1viA)

Moncada (Valencia)

Mas informacidén:

L2 XFE PONTE

® ACTORS

Xylella Fastidiosa Active Cantainment Through

multidiseiplinary-Orienicd Researeh Siraiegy I

| Instituto Valenciano de Investigaciones

Agrarias (IvIA), con sede en Moncada
(Valencia), acogi6 del 23 al 26 de octubre la
segunda reunién anual conjunta de los pro-
yectos POnTE (Pest Organisms Threatening
Europe) yXF-ACTORS (XylellafastidiosaActive
Containment Through a multidisciplinary-
Oriented Research Strategy) del programa de
investigacion e innovacién Horizonte 2020 de
la Unién Europea (UE).

El evento organizado por el 1via, junto con
el Istituto per la Protezione Sostenibile delle
Piante (1PSP-CNR, Italia) y la Universidad de
Belgrado (Serbia), conté con mds de 100 in-
vestigadores de las distintas instituciones euro-
peas que participan en los proyectos y se con-
virtié en un foro de discusién y difusién de los
avances cientificos alcanzados en el marco de
estos dos proyectos.

Durante lareunién se abordaron tres temas prin-
cipales: patégenos forestales emergentes en Eu-
ropa (Hymenoscyphus fraxineus y Phytophthora
spp.) v las bacterias Candidatus Liberibacter
solanacearum (CaLsol) y Xylella fastidiosa. Este
Gltimo paté-
geno fue el
que ocupd la
mayor parte
del  progra-
ma, donde
se presentd
la situacion
actual en los
distintos pai-

XF-ACTORS en el via, octubre 2018 (Proyecto XF-ACTORS, Annual ses afectados,
Meeting Valencia-photo group, 2018)

asf como las dltimas investigaciones relaciona-
das con esta bacteria y sus vectores, su epide-
miologfa, estrategias de vigilancia y control,
modelizacion y evaluacion de riesgos. Dada la
relevancia actual de X. fastidiosa, el 22 de octu-
bre se organizé una jornada previa de transfe-
rencia dirigida al sector, donde se presentaron
los principales resultados sobre las enfermeda-
des causadas por esta bacteria.

Con el objetivo de fomentar la interaccién
con actores externos al mundo de la investiga-
cién, la reunién anual de los proyectos POnTE
y XF-ACTORS incorporé dos talleres espe-
cificos: uno sobre modelizacién y gestién de
riesgos de X. fastidiosa en la UE; y otro sobre el
“Voluntary System for Preventing Pests” para
la certificacién de material vegetal de planta-
cién. En estos talleres participaron técnicos de
los servicios oficiales de sanidad vegetal, orga-
nizaciones nacionales de proteccién fitosani-
taria, asociaciones de productores, viveristas y
demas partes implicadas en la problemdtica de

X. fastidiosa.

Como cierre, y ya en el dltimo dfa, se organi-
zaron de forma paralela dos visitas de campo:
una a parcelas afectadas por CalLsol y otra a la
zona demarcada por X. fastidiosa en Alicante.
Estas dos visitas permitieron a los asistentes vi-
sualizar de primera mano la situacién actual de
estos patdgenos en la Comunitat Valenciana
y las medidas de gestién que se estén llevando
a cabo. La reunién conjunta de los proyectos
cumplié con todas las expectativas y desde la
organizacién se quiere agradecer a todos los
asistentes su contribucién al éxito de la misma.
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Congreso Internacional de Patologia Vegetal

Del 29 de julio al 3 de agosto de 2018
Boston, Massachusetts, EE. UU.

ANTONIO VICENT JAME CUBERO
Instituto Nacional de Investigacién y

Tecnologfa Agraria y Alimentaria (IN1A). Madrid

Institut Valencia d’Investigacions
Agraries (1via). Moncada (Valencia)

mentos a escala mundial. Se presentaron los

Del 29 de julio al 3 de
agosto se celebré en

Plant Health in a dltimos avances en el control de enfermeda-

Global Economy

/R)ICPP

é/ BOSTON

Boston el 11° Congreso

Internacional de Patologia

Vegetal (ICPP),

diendo con el 50 aniversa-

coinci-

rio de la Sociedad Internacional de Patologia
Vegetal (1spp). El congreso fue un gran éxito
de publico, con mas de 2400 asistentes, en-
tre ellos varios socios de la Ser procedentes de
distintos organismos y universidades. La orga-
nizacién de las sesiones cientificas, pdsters y
actividades satélites, fue muy similar a la de los
congresos de la Sociedad Norteamericana de
Fitopatologia (APs), al ser esta la anfitriona y
hacer coincidir su congreso anual con el even-
to. Cada dia se estructuré en una sesién ple-
naria de temdtica
generalista y otras
sesiones mas espe-
cificas, con hasta
ocho transcu-
rriendo en para-
lelo.

Muchas de las po-
nencias plenarias
abordaron el pa-
pel de la fitopato-
logfa en el 4mbito

de la

alimentaria, en

seguridad

un contexto de
incremento en la
demanda de ali-

des transmitidas por vectores asi como tam-
bién en la identificacién y caracterizacién de
patégenos. En el dmbito de la epidemiologia,
se organizaron sesiones especificas sobre aero-
biologfa, modelizacién aplicada a la vigilancia
fitosanitaria y sistemas de ayuda en la toma de
decisiones. Como es habitual, ademds hubo
numerosos trabajos sobre mecanismos que
median en la interaccién de los patégenos con
su huésped y los factores de virulencia impli-
cados en la misma.

El congreso conté con una amplia oferta de
cursos y talleres, muchos de ellos sobre las
aplicaciones del programa estadistico R en

Sesion inaugural del ICPP 2018 (Imagen aportada por A. Vicent; Meeting photos ICPP, 2018).
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el anilisis de poblaciones de patdgenos y
epidemiologia. Como es habitual en la Aps,
las sesiones de posters se dinamizaron con
varias actividades como los “idea café”, or-
ganizadas alrededor de temdticas concretas.
En el “Councilor’s Meeting” de la 1spp, la SEF
estuvo representada por Jaime Cubero (vi-
cepresidente) y Antonio Vicent (vocal). Se
trataron algunos aspectos organizativos del
préximo ICPP en Lyon, Francia, en 2023, asf
como también temas editoriales y gestién de
derechos de la revista de la 1spp Food Security,
actualmente dentro del catdlogo Springer. Se
discutié también la posible elaboracién de un
codigo ético por parte de la 1sPp en relacién a

emergencias fitosanitarias que surjan.

Se destacé que 2020 serd declarado por la FAO
como el Afio Internacional de la Sanidad Ve-
getal y se hablé sobre las actuaciones de la 1spp
en este contexto, que seran discutidas antes
de fin de afio por parte de la Junta Directiva.
Como organizacién asociada a la 1spp, la SEF
podrd plantear actividades. Finalmente, la 1spp
nombré a varios fellows de la Sociedad y con-
cedié el premio Jakob Eriksson a Pierre JGM
de Wit, del Laboratorio de Fitopatologia de la
Universidad de Wageningen (Holanda), por
sus trabajos sobre interaccién planta-patdge-
no, genes de avirulencia y efectores.

De izquierda a derecha: Brenda Wingfield (secretaria de la isep), Jaime Cubero (vicepresidente de la
seF), Greg . Johnson (presidente saliente de la ispp) y Antonio Vicent (vocal de la ser; quien aporta la
fotografia).
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International Epidemiology Workshop (IEW12)

Del 10 al 14 de junio
Lillehammer, Noruega

ANTONIO VICENT

Institut Valencia d’Investigacions
Agraries (1via). Moncada (Valencia)

ELisa GONZALEZ-DOMINGUEZ

Horta srl
Piacenza, [talia

g o

International Epidemiology
EW12)

La primera reunién internacional dedicada
a la epidemiologia de enfermedades ve-
getales se celebré en 1963 en Pau (Francia),
coincidiendo con la publicacién del libro
Plant Diseases: Epidemics and Control de ].
E. Vanderplank. La concurrencia de estos dos
eventos en un mismo afio determind en gran
medida la formalizacién de la epidemiologia
como subdisciplina dentro de la fitopatologia.
Esta primera reunién en Pau conté con tan
solo 40 asistentes de 14 pafses y no llegé a pu-

blicarse ningtn libro de resimenes. La segun-

Los abstracts del [EW12
pueden descargarse
pinchando en el libro

Participan.tes del IEW12
NIBIO)

—

da reunion se celebré en 1971 en Wageningen
(Holanda), ya con 74 asistentes de 24 pafses.
Le siguieron Pensilvania (EE. UU.) en 1979,
Carolina del Norte (EE. UU.) en 1986, Jeru-
salén (Israel) en 1986, Giessen (Alemania) en
1990, Papendal (Holanda) en 1994, Ouro Pre-
to (Brasil) en 2001, Landerneau (Francia) en
2005, Nueva York (EE. UU.) en 2009 y Pekin
(China) en 2013. Estas reuniones no suelen
superar el centenar de asistentes y transcurren
en un ambiente relativamente informal. Ade-
mas de las ponencias, una parte importante de
las sesiones se dedica a discusiones concep-
tuales y metodoldgicas. Des-
de 1994, el Comité de Epi-
demiologia de la Sociedad
Internacional de Patologia
Vegetal estd al cargo de la or-
ganizacién de las reuniones,
decidiendo sobre las proxi-
mas sedes y fechas.

La dltima reunién se celebré
del 10 al 14 de junio de 2018

en Lillehammer (Noruega).

(Foto: Erling Flgistad,
Durante cuatro dfas se desa-

rrollaron distintas sesiones donde se abordaron
diferentes areas de la epidemiologfa como: el
desarrollo y evaluacién de modelos y sistemas
de ayuda a la toma de decisiones, la gestién de
enfermedades y resistencia a fungicidas, la rela-
cién entre micotoxinas y enfermedad, y el uso
del software R en el analisis de datos epidemio-
légicos. Como es habitual, el grupo que parti-
cipé en la reunion fue relativamente reducido,
pero conté con algunos de los investigadores
que han impulsado el estudio de la epidemio-
logfa en las dltimas décadas (como Laurence
Madden o Jonathan Yuen). Desde nuestro
punto de vista, es una reunién muy interesante
por diversas razones. Por una parte se fomen-
ta la participacién y el debate, haciendo que
todos los asistentes se animen a preguntar y
comentar, y no solo aquellos méas reconocidos.
Las sesiones son cortas, de forma que, aunque
el contenido pueda ser algo denso, no se hacen
pesadas. Esto hace que haya tiempo para que
los asistentes se conozcan e interaccionen en-
tre ellos, facilitando la colaboracién y la crea-
cién de nuevas redes de trabajo. Ademads, se
aborda la epidemiologia de una forma global,
no solo focalizada en el desarrollo de determi-
nados andlisis estadisticos o ecuaciones mate-
maticas. De esta forma, las sesiones son com-
prensibles para todos aquellos fitopatélogos
que se plantean de alguna forma qué factores
determinan el desarrollo de las enfermedades.
Por todo ello, os animamos a que participéis en
la préxima convocatoria, que previsiblemente
serd en Brasil en 2022, organizada por Emerson
del Ponte de la Universidad de Vigosa.

Los abstracts del IEW12 se pueden descargar
en este enlace.

N
LA
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uevas descripciones de
Patogenos en Espana 2018

JuaN A. NAVAS-CORTES

o NOTA INFORMATIVA: o

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 publicacién de los resultados, los investigadores tienen la
obligacion de ponerse en contacto con el Servicio de Sanidad Vegetal de la comunidad autbnoma
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

First report of cobweb disease caused by Cladobotryum dendroides on
shiitake mushroom (Lentinula edodes) in Spain

F. J. Gea, M. J. Navarro y L. M. Suz.

Plant Disease 102 (5): 1030.

First report of Gnomoniopsis castaneae causing canker on hybrid plants
of Castanea sativa x C. crenata in Spain

E. Trapiello, I. Feito y A. J. Gonzélez.

Plant Disease 102 (5): 1040.

First report of Pestalotiopsis clavispora (Neopestalotiopsis clavispora)
causing canker and twig dieback on blueberry bushes in Spain

C. Borrero, R. Castafio y M. Avilés.

Plant Disease 102 (6): 1178.

Diaporthe diversity and pathogenicity revealed from a broad survey of
grapevine diseases in Europe

V. Guarnaccia, J.Z. Groenewald, J. Woodhall, J. Armengol, T. Cinelli, A. Eichmeier, D. Ezra,
F. Fontaine, D. Gramaje, A. Gutierrez-Aguirregabiria, J. Kaliterna, L. Kiss, P. Larignon, J.
Luque, L. Mugnai, V. Naor, R. Raposo, E. Sandor, K.Z. Vaczy y PW. Crous.

Persoonia 40: 135-153.

First report of Fusarium petroliphilum causing fruit rot of butternut
squash in Spain

V. Gonzalez, J. Armengol y A. Garcés-Claver.

Plant Disease 102 (8): 1662.

First report of charcoal rot caused by Macrophomina phaseolina on hemp
(Cannabis sativa) varieties cultivated in Southern Spain

S. Casano, A. Hernandez Cotan, M. Marin Delgado, I. F. Garcia-Tejero, O. Gémez
Saavedra, A. Aguado Puig y B. de los Santos.

Plant Disease 102 (8): 1665.
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>> NUEVOS PATOGENOS EN ESPANA

First report of Fusarium pseudograminearum causing crown rot of wheat
in Europe

C. Agusti-Brisach, M. C. Raya-Ortega, C. Trapero, L. F. Roca, F. Luque, A. Lopez-Moral, M.
Fuentes y A. Trapero.

Plant Disease 102 (8): 1670.

First report of Phytophthora capsici causing wilting and crown and root
rot on eggplant (Solanum melongena) in Southeastern Spain

M. de Cara, A. Ayala-Dofas, A. Aguilera-Lirola, E. Badillo-Lépez y J. Gbmez-Vazquez.
Plant Disease 102 (10): 2044.

Survey, identification, and characterization of Cylindrocarpon-like asexual
morphs in Spanish forest nurseries

B. Mora-Sala, A. Cabral, M. Leén, C. Agusti-Brisach, J. Armengol P. y Abad-Campos.

Plant Disease 102 (11): 2083-2100.

First report of Alternaria alternata causing leaf blight in Pistacia
terebinthus in Spain

A. Lépez-Moral, C. Agusti-Brisach, M. C. Raya-Ortega, L. F. Roca, M. Lovera, O. Arquero'y
A. Trapero. Plant Disease 102 (11): 2374.

First report of llyonectria robusta causing black foot disease of grapevine
in Spain

M. P. Martinez-Diz, E. Diaz-Losada, J. Armengol, M. Leén, C. Berlanas, M. Andrés-Sodupe
y D. Gramaije. Plant Disease 102 (11): 2381.

First report of Rosellinia necatrix causing white root rot in mango trees in
Spain

|. Arjona-Girona y C. J. Lépez-Herrera.

Plant Disease 102 (12): 2639.

First report of Diplodia fraxini causing dieback of Fraxinus angustifolia in
Spain

G. Elena, M. Leén, P. Abad-Campos, J. Armengol, |. Mateu-Andrés y J. GUemes-Heras.
Plant Disease 102 (12): 2645.

First report of root rot on strawberry caused by binucleate Rhizoctonia
AG-K in Spain

C. Borrero, I. Avilés-Garcia, N. Lépez y M. Avilés.

Plant Disease, publicado online el 19 de septiembre de 2018.

First report of vascular wilt caused by Fusarium proliferatum on
strawberry in Spain

C. Borrero, N. Capote, M. A. Gallardo y M. Avilés.

Plant Disease, publicado online el 20 de septiembre de 2018.

First report of Penicillium ulaiense causing postharvest whisker mold of
oranges (Citrus sinensis) in Spain
L. Palou y V. Taberner. Plant Disease, publicado online el 29 de octubre de 2018.
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. BACTERIAS

First report of Streptomyces bottropensis causing potato common scab in
Galicia, Spain

A. Sarwar, Z. Latif y C. Cabaleiro.

Plant Disease 102 (7): 1445.

VIRUS Y VIROIDES

First Report of Onion yellow dwarf virus in Leek (Allium ampeloprasum
var. porrum) in Spain

E. Fernandez-Tabanera, A. Fraile, P. Lunello, F. Garcia-Arenal y M. A. Ayllon.

Plant Disease 102 (1): 256.

First report of Apple Hammerhead Viroid in the United States, Japan,
Italy, Spain, and New Zealand

S. A. Szostek, A. A. Wright y S. J. Harper.

Plant Disease 102 (12): 2671.

NEMATODOS

Morphological and molecular characterisation of two new
Hemicycliophora species (Tylenchida: Hemicycliophoridae) with a revision
of the taxonomic status of some known species and a phylogeny of the
genus

E. Van den Berg, L. R. Tiedt, G. Liébanas, J. J. Chitambar, J. D. Stanley, R. N. Inserra, P.
Castilloy S. A. Subbotin.

Nematology 20 (4): 319-354.

Diversity of root-knot nematodes of the genus Meloidogyne Goeldi, 1892
(Nematoda: Meloidogynidae) associated with olive plants and
environmental cues regarding their distribution in southern Spain.

A. Archidona-Yuste, C. Cantalapiedra-Navarrete, G. Liébanas, H. F. Rapoport, P. Castilloy J.

E. Palomares-Rius.
Plos One 13 (6): e0198236.
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Institut Valencia
d’Investigacions Agraries

/50 a/w;/ergan‘

ste afio 2018 se cele-
bra el 150 aniversario
del origen del Institut

d’Investigacions

Valencia

150 ANIVERSARIO DEL
ORIGEN DEL IVIA

ANTONIO VICENT Y ESTER MARCO-NOALES

Institut Valencia d'Investigacions Agraries (ivia)

Moncada (Valencia)

Agraries (IVIA), que se re-
monta al Jardin Provincial
de Aclimataciéon y Campo de
Experiencias fundado en 1868
en los Jardines del Real de Va-
lencia. Desde su origen fisico
en lo que actualmente es el
centro de la ciudad de Valen-
cia, la institucién fue encade-

nando cambios de ubicacién,

nombre y adscripcién corpo-
rativa hasta llegar a lo que hoy
es el viA en Moncada. Los
antecedentes institucionales

del 1via mds destacables en el 4mbito de la

fitopatologia se con-

El origen del

Institut Valencia
d’Investigacions
Agraries se remonta
al Jardin Provincial de
Aclimatacion y Campo
de Experiencias
fundado en 1868 en
los Jardines del Real
de Valencia

cretan en la Estacién
de Patologia Vegetal
de Valencia, fundada
en 1924 en Burjassot,
Valencia. Esta insti-
tucién continué bajo
la denominacién de
Estacién de Fitopato-
logia Agricola hasta
1970, cuando se in-
tegré en el Instituto
Nacional de Inves-
tigaciones  Agroné-
(IN1A)

micas como

Fachada principal del edificio de la Estacion de Fitopatologia (placa derecha)
y la Estacion Naranjera (placa izquierda) en Burjassot, Valencia, hacia 1934
(Archivo wia).

Centro Regional de Investigaciones Agro-
némicas de Levante (CRIA), posteriormente
Centro Regional de Investigacion y Desarro-
llo Agrario de Levante (CrIDA 07). Dentro de
este marco institucional, el Gobierno de Es-
pafia y el Banco Mundial firmaron en 1971 un
convenio de colaboracién para el desarrollo
de la investigacién agraria en nuestro pafs.
Este convenio inclufa un programa de becas
de formacién de investigadores en el extran-
jero, para la obtencién del titulo de Mdster y
del Doctorado (becas BIRF). Muchos de los
investigadores del crRIDA 07 beneficiarios de
este programa son, en la actualidad, desta-
cados fitopatélogos y varios de ellos han sido
presidentes de la SEF.
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Inauguracion de la exposicion “Pasado, presente y futuro de la investigacion
en el va” en el Museo de Ciencias Naturales de Valencia, con presencia del
Director del wia y la Directora General de Desarrollo Rural y Politica Agraria
comun (Foto del via).
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El programa de actividades en torno al 150
aniversario del 1viA se inici6 el 16 de octubre
con un acto conmemorativo, que conté con la
intervencion del President de la Generalitat
Valenciana. El 5 de noviembre se inauguré la
exposicién “Pasado, presente y futuro de la in-
vestigacion en el 1vIA” en el Museo de Ciencias
Naturales de Valencia, que, curiosamente coin-
cide con la ubicacién original del Jardin Pro-
vincial de Aclimataciéon. Esta exposicién reco-
ge, de forma sintética y con espiritu divulgativo,
algunos de los hechos mas relevantes de los 150
afios de historia del 1viA, con paneles, objetos y
publicaciones, asi como también la proyeccién
actual y de futuro del instituto. La exposicion se
complementa con un ciclo de conferencias en
la Sociedad Valenciana de Agricultura y la So-
ciedad de Amigos del Pafs, entidades ilustradas
artifices de la creacién del Jardin Provincial de
Aclimatacion a finales del siglo xix. Hay progra-
madas también varias actividades lddicas, tanto
en la propia exposicién del Museo de Ciencias
Naturales como en una jornada de puertas abier-
tas en el 1viA, donde el piblico tendrd oportu-
nidad de familiarizarse, entre otras cosas, con el
diagnéstico de enfermedades de plantas. Ya en
el préximo afio, el 17 y 18 de enero tendr4 lugar
un debate cientifico-técnico en el 1viA sobre el
futuro de la produccién de alimentos y los nue-
vos retos para la investigacion y la innovacién
agrarias, donde participardn diferentes centros
de investigacién agroalimentaria y universida-
des de la Comunitat Valenciana.

@ Zaragoza-Adriaensens, S. (2011). Origen
y actividades del Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias 1868-2000. 241 pp.

@ Catald, J. I. y Guillem X. (2006). Control de
plagas y desarrollo institucional de la Estacion
de Patologia Vegetal de Burjassot (Valencia).
Asclepio 58: 249-280.
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Una de las novedades del XIX Congreso de la SEF (Toledo) fue la convocatoria
de un concurso de relatos breves relacionados con la Fitopatologia, en la que
pudieron participar todos los socios de la SEF. El jurado, compuesto por los
miembros de la Junta Directiva de la SEF, eligi6 el relato ganador y el finalista,
gue se publican en este numero de la revista. El relato ganador obtuvo un
premio de 300 euros.

La unica superviviente

Nos hacinabamos en pequefias camaras, muy juntas y en silencio, como
temiendo que lo peor pudiera ocurrir. Solo unos débiles muros de cristal,
algo ennegrecidos por el paso del tiempo nos separaban del ansiado exterior.
Habiamos perdido la cuenta del tiempo que llevabamos alli dentro. Meses,
quizd anos. Los dias se habian vuelto mondétonos. Siempre las mismas,
siempre en el mismo sitio, siempre en silencio.

Recuerdo con claridad el dia en que todo comenzé. Una mafana, una
como otra cualquiera, alguien abrié la puerta y una brisa de aire humedo
entr6 haciendo que todas nos agitdsemos de emocion. Observabamos algo
recelosas como se paseaba por la sala, sin prisa, mirandonos fijamente
y anotando en una libreta mugrienta. Poco después, como si de Moisés
abriendo las aguas del mar Muerto se tratase, comenzé a separarnos en dos,
y lo que empez6 siendo un simple pasillo terminé pareciéndonos un largo
abismo. Ese dia no habiamos comido nada. Ni una sola gota de agua habia
llegado hasta nosotras. Quiza fue por eso por lo que ninguna sospeché
cuando el desconocido comenzd a repartir entre nosotras pequefas
cantidades de alimento. El extrafo se fue poco después cerrando con llave
nuestra pequena carcel y ese dia de terror quedé relegado al olvido. La vida
continud sin cambios. Vefamos el sol a través del techo de cristal, las nubes,
la lluvia y la oscuridad de la noche. Habiamos vuelto a la monotonia.

La primera en sentirse mal pasé desapercibida. Parecia triste, algo
melancolica. Al principio no le dimos la mayor importancia ya que no era
de extrafiar que, en un ambiente tan gris como el que nos rodeaba, alguna
de nosotras se sintiera alicaida. Pero esa tristeza pronto se contagié. Poco a
poco, una tras otra, fueron perdiendo esa belleza que las habia caracterizado.
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Algunas palidecian como si el mismo diablo se hubiese acercado y les
hubiera susurrado algun secreto. Mas tarde un tono amarillento las invadia,
envejeciendo cien afios en solo unos dias. Finalmente, todas eran invadidas
por una sequedad devastadora que acababa con ellas sin apenas tiempo
para despedirse. Morian, todas morian. Cada dia perdiamos a alguna a este
lado del abismo, mientras que en el otro nada cambiaba. Nos observaban
pavorosas, pero con la tranquilidad que les daba aquella separacion, como
quien mira detras de la ventana la tormenta que se ha desatado fuera. Todos
los dias me preguntaba cuando llegaria mi hora. EIl mas minimo malestar
hacia que en mi interior, una vocecilla me dijera que este era el fin. Sin
embargo, un amanecer al despertar vi con desesperaciéon que era la Unica
gue quedaba con vida. A este lado, el paisaje que me rodeaba era desolador.
Mirara donde mirara solo veia muerte.

Mi vida continué alli sola, y volvi a perder la nocién del tiempo. Crei
volverme loca en muchas ocasiones. Pronto empecé a asociar aquella visita
inesperada tiempo atras a lo que habia ocurrido. No, no podia ser una simple
coincidencia. Por ello miraba la puerta con temor de que volviera a abrirse,
hasta que un dia finalmente lo hizo.

Hablaban entre sf, y miraban las anotaciones de sus libretas. El mas joven
vestia una bata blanca. Parecia nervioso, quiza algo excitado. No dejaba de
mirarme mientras hablaba rapido, atropellandose a si mismo. El mayor, mas
serio, solo asentfa. Un escalofrio me recorrié cuando reconoci en el joven a
aquel extrafno que nos habia hecho aquella visita fugaz que lo cambié todo. El
y solo él tenia que ser el culpable de todas nuestras desdichas. Quise gritarle
para pedirle explicaciones. Quise reclamarle todo el dafio que nos habia
hecho. ; Qué clase de ser destruye tantas vidas? ;Qué significado tenia tanta
desolacion? Sin embargo, fui incapaz, algo me lo impedia. El miedo, quiza.
En un momento determinado se acercé sonriente, y cogiéndome entre sus
manos me dijo: “Enhorabuena BG10-01, eres la Unica superviviente. Pasas
a multiplicaciéon in vitro para la segunda fase. Tengo todas mis esperanzas
puestas en ti. No me falles”.

Por Davip Ruano Rosa

Unidad de Cultivos Lefiosos y Horticolas
Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn
Valladolid
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RELATO FINALISTA

I as ultimas visiones

Estrasburgo (Francia), 19 de enero de 1888
— Puccinia graminis, Puccinia graminis...

Los presentes se miran, perplejos ante las palabras que balbucea el hombre.
Uno de sus cuatro hijos le toma la mano y la aprieta con ternura; bajo la
piel advierte latente ese helor seco y certleo que antecede a la muerte. No
puede evitar que por sus mejillas resbale alguna lagrima furtiva. El joven
observa a su madre, que parece no querer ver cémo a su marido se le escapa
la vida con cada exhalacion, el aire resonando pedregoso bajo el pecho del
enfermo.

— George Fresenius... —vuelve a balbucir el enfermo.

A Antonie Einert, casada con Anton desde 1861, se le eriza la piel al escuchar
de manera tan nitida, y de labios del marido que agoniza, el nombre del que
fuera experto en talofitas y profesor de Botanica en el Instituto Senckerbert
de la localidad alemana de Francfort del Meno, donde Anton vino al mundo
en el ano 1802. No es sino a tan recordado profesor a quien debe Anton
—precursor de la Micologia como una Ciencia— su inclinaciéon indémita por
estudiar las algas, y los hongos.

La mujer abre los postigos del balcén para ventilar la estancia, dominada por
los aromas eméticos que empercuden la atmésfera del hospital. Siente en
su rostro una bocanada del intenso frio que, como una epidemia imparable,
impera en toda la regién del Bajo Rin desde hace semanas. Observa el cielo
gue abriga a la gran urbe, centro histérico y cultural, y a la sazén capital de
facto de Alsacia, que auin continua bajo dominio aleman. Desde las ventanas
de la habitacién pueden verse las techumbres de los edificios cercanos
cubiertos por una mortaja de nieve que el véspero tifie con un lacénico brillo
cobrizo. El hombre agoniza en el lecho. Parece tranquilo, aunque su rostro
esta asaeteado por un rictus de sufrimiento. Hace horas que fue sedado con
morfina, para paliarle los intensos y hondos dolores que le causa el cancer
de mandibula que padece. Los familiares y amigos cercanos que lo velan
saben que no llegara con vida a la operacion que estd programada para
intentar erradicarle el mal. En sus caras puede leerse su temor a un desenlace
fatal inminente, que la Parca hara acto de presencia en apenas unas horas.
Los médicos tampoco son optimistas; sienten impotencia por no poder
hacer nada para salvar la vida a tan insigne cientifico, a un hombre que ha
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consagrado su existencia al estudio de la Microbiologia y la Botanica, y que,
con tesén y esfuerzo, incluso robandole horas de dedicacion a la familia que
tanto ama, acabd convirtiéndose en una de las eminencias cientificas més
importantes del siglo xix, ignorante él de hasta donde habrian de alcanzar sus
descubrimientos y estudios, de cuan necesarios serian en el futuro inmediato
las mas de cien publicaciones que sacé a la luz de su pufio y letra.

Sus hijos, Wilhelm, August, Marie y Herman rebosan de orgullo por la
consideracion y respeto que recibe su padre desde sitios tan lejanos como
Estados Unidos, Rusia 0 Japon. Sus discipulos, conocedores del mal momento
que vive, inundan la sala con mensajes enviados desde un endiablado
telégrafo, en los que ensalzan su buen humor, su encanto, y también su
rigor y su critica cientifica. Para Marshall Ward, es su profesor inspirador,
cuya seriedad y honestidad de sus ensefianzas le confirieron su caracter
emprendedor en la patologia vegetal. Sparrow, un estudiante aventajado de
su laboratorio, desea su pronta recuperacion y le solicita su presencia para
una velada-coloquio sobre parasitos y saproéfitos, en realidad un homenaje
gue los alumnos estan organizando desde hace tiempo. Desde la revista
Botanische Zeitung sienten el carifo y los animos para su mejoria y recuerdan
la enorme huella que dejé como editor.

Quiza impelido por esa dosis de energia con que la muerte nutre a quienes
ha sefialado como bastiones por asaltar, Anton abre los 0jos y se incorpora en
la cama, como empujado por un resorte. Todos le miran aténitos. El clava la
mirada en la pared. Aunque blanca, el moribundo experimenta unas extrafias
visiones que hacen que la perciba saturada de manchas semejantes a las
gue esboza la humedad. Mientras observa las extrafnas formas parecidas a
micelios, esporas y esporangios, que él solo ve, hace el gesto de escribir sobre
la sdbana, como si estuviese en su laboratorio de la Universidad de Friburgo
de Brisgovia, tomando notas mientras miraba a través del microscopio. Por
un momento, echa un vistazo a la zona donde se encuentra una butaca.
Cree ver sentada en ella a Emilie von Meyer, su madre, y de pie, a su lado,
a Heinrich, su padre, con el que solia hacer excursiones por la campifia para
recolectar especimenes botanicos junto a un grupo de naturalistas. Extiende
los brazos, como invitdndolos a un afable achuchoén. Pero subito, vuelve a
fijar la vista en el crisol de manchas de la pared. Sefala con el dedo y grita,
esta vez con la suficiente claridad como para que se le entienda de manera
clara:

-iiPhytophthora infestans, Puccinia graminis!!
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Serefiere Anton al protoctista “fungoide” de la clase Oomicetes, antes llamado
Peronospora infestans, cuyas esporas biflageladas parece ver con sus propios
ojos emergiendo de las hojas de la papa. Rodeado de campesinos, asiente
con la cabeza y les reconoce sus conocimientos practicos sobre el origen
de las excrecencias anaranjadas en
el trigo. Nadie les habia hecho caso,
salvo ese curioso profesor que los
visitaba indagando con extrafas
preguntas interminables.  Esta
inquietud investigadora y naturaleza
inconformista de este “grande” en
los avances de la Ciencia le llevo
a desterrar aquella insostenible
teoria de la generacion espontanea,
demostrando inequivocamente que
los microorganismos constituyen la

causa y no la consecuencia de las
enfermedades de las plantas. La
roya del trigo y su nombre quedarian
asociados para siempre.

Quienes se encuentran en la
habitacion no dan crédito a ver
cdmo un hombre que se halla
ante las puertas de la muerte esté
repasando nombres de especies
invisibles y escurridizas, y que tantas
cavilaciones le causaron, como el
asunto de desenmascarar los cinco
“disfraces” de Puccinia graminis, a
los que otorgd un nombre ajustado, o la intriga de localizar sus sufridos
anfitriones.

Anton de Bary, cansado, se deja caer en la cama. Observa también las manchas
de la piel de sus manos, como si ansiase estudiarlas a fondo. Algunas de ellas
le resultan parecidas a los liquenes, a cuyos simbiontes saluda y les agradece
formar parte de su asociacion. Esboza una sonrisa. Respira hondo. Cierra los

0jOS...
Por Francisco T. ARROYO CORDERO

Area de Proteccion Vegetal Sostenible
IFAPA Las Torres

Alcala del Rio, Sevilla.
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PremMIO SEF DE FOTOGRAFIA

CIENTIFICA EN FITOPATOLOGIA
“MIGUEL CAMBRA”

Como es tradicional en los Congresos str, en el marco del XIX Congreso ser celebrado el pasado
mes de octubre en Toledo, tuvo lugar el concurso de Fotografia Cientifica, que este afo recibié
el nombre de «Premio ser en Fotografia Cientifica en Fitopatologia “Miguel Cambra”». El jurado
estuvo compuesto por los miembros de la Junta Directiva de la sF.

La fotografia ganadora, que puede verse a continuacién, y que fue premiada con 200 euros, la
presentd , investigador predoctoral del Grupo de Fitopatologia y Control
Bioldgico del Instituto Hispano-Luso de Investigaciones Agrarias (ciate), laboratorio 2, de la
Universidad de Salamanca. Se titula “Amanecer”.

’

y 4

B Vista de una placa de Petri con medio de cultivo MEA (extracto de malta y agar), en la cual el hongo fitopatégeno Armillaria mellea
esta en plena expansién de su micelio. Este micelio presenta una clara forma radicular (rizomorfo), formando cuerdas compuestas por
hifas alineadas en paralelo unas a otras. Causa en las plantas (como las encinas) la podredumbre de su sistema radicular, con lo que
acaba produciendo la muerte por inaniciéon, al no poder absorber el agua y los nutrientes del suelo. Es una imagen sobrecogedora
gue nos permite adentrarnos en el mundo subterrdneo y mortal de este hongo (Fotografia realizada en el Centro Regional de
Diagnostico de Aldearrubia —Salamanca- de la Junta de Castilla y Ledn, a partir de su coleccién de hongos fitopatdgenos).
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FOTOGRAFIA DE PORTADA: Composicién de imdgenes extraidas de las cuatro revisiones que pueden encontrarse en este nimero
3 de la revista sEF dedicado a las Nuewas tecnologias en Fitopatologia. El crédito de cada imagen (cortesia de sus autores) puede verse

dentro de su respectiva revisién (orden, de izda. a derecha, arriba y abajo: II, I, IIT y IV). TIRAS DE FOTOS en paginas 74, 75 y 76,

procedentes de los socios de la SEF:

e Pimiento infectado por el virus del moteado suave del pimiento (PMMoV)

[C. Mufioz, 3/10/2012]
e Seccién de pseudoteca de Didymella rabiei [J. Navas, 4/10/2012]

® Fuego bacteriano (Erwinia amylovora) en Pyracantha coccinea [Jests Murillo,

12/9/2012]

e Esporangios de Phytophthora palmivora [Cristina R. Padrén, 22/1/2013]
e Como hormigas al hormiguero. ser-Phytoma 2012 [Marta Sena, 22/1/2013]

e Aspergillus en naranja [Paloma Sénchez Torres, 28/9/2012]

e Interaccién patdgeno-planta en 3D. sef-Phytoma 2012
[Jestis Martinez, 22/1/2013]

e Polymyxa betae en remolacha [P. Garcia-Benavides e .
Ortega, 11/9/2012]

e Mildiu del girasol causada por el oomiceto Plasmopara halstedii
[M. Leira Molinero, 22/1/2013]

® Phytophthora capsici [Juana Péez, 11/9/2012]

® Moteado en hoja de nispero (Fusicladium eriobotryae)

[ser, 3/10/2012]

Los créditos de las imdgenes del indice pueden verse en sus respectivos apartados.
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