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preciados socios y amigos de la SEF,
. i Continuamos en 2021 bajo los efectos pandémicos del SARS-
e el CoV-2 pero con una gran diferencia. Hemos asistido a una
(Presidente de la SEF) P 9 ’

demostracion, casi en directo, de la ciencia cooperativa y

hemos sido testigos de las grandes capacidades que tiene el

ST ¥ - ser humqno para generar conocimiento cientifico en bus;o
B ;—wf;{,»‘n?-ir“ de soluciones para la salud humana y desarrollar varias
<A@ vacunas en tiempo récord que nos hacen ser optimistas de

S, -

I

“UNDAC( ION DE LA S

tEsr‘.-mL i ]_‘,_w;;(‘:n-;n7-“,_, cara al .c.o‘n‘TroI, que no erradicacion, del virus. f\unque con
I:nph[‘d’:“n menor visibilidad social, el mundo vegetal también es capaz
“&L‘E‘FQWM o de promover la adquisicion de conocimiento bdsico que no
= — solo confribuye a mejorar el estado del bienesiar sino’ que:
Mmgmm . en muchos casos, es la piedra angular de la eliminacion de la
SR /m “‘»w" malnutricién del hambre en el mundo. La SEF ha cumplido 40

anos en este 2021, esforzindose en hacer comprender que la
Sanidad Vegetal es una parte esencial de una salud global, de
“Una Sola Salud” (“One Health”) que aglutine a los diferentes
sectores de la salud humana, animal y ambiental. A pesar de que
no hemos podido celebrar el Ano Internacional de la Sanidad
Vegetal como se merece, la conmemoracion del 40 aniversario
de nuestra Sociedad nos ha servido para reforzar la importancia
de la Fitopatologia en el actual escenario de One Health.

Este nUmero de la revista de la SEF que ahora os presentamos es
una demostracion palpable de que la Fitopatologia espanola
es capaz de generar y aplicar un conocimiento de vanguardia
4 relacionado con las tecnologias omicas. -Omica es un sufijo
adjetival derivado del nominal —oma, que da idea de conjunto o

by agrupacion, de tal forma que las “émicas” pueden considerarse las
¢S DERIVADAS DE LA ciencias o herramientas que permiten estudiar una gran cantidad
ECESITAN UN de moléculas implicadas en el funcionamiento de un organismo.

A etoita En este nUmero podréis disfrutar de cuatro magnificas revisiones
ep, Fitopatot™ sobre la aplicacion de distintos abordajes dmicos en el campo
de la Fitopatologia. La primera revision aborda la aplicacién de
la secuenciacién masiva en el diagnostico de virus de cultivos
lenosos (A. B.Ruizy A. Olmos). En el segundo articulo de revisidn, se
— describe la aplicacion de la transcriptomica en los estudios sobre
e la interaccién planta-patégeno (V. M. Rodriguez, P. Soengas,
EEE M. Francisco, M® E. Cartea y P. Velasco). La tercera revision
constituye una vision personal y académica de J. V. Jorrin-Novo

sobre la proteémica enlainvestigacion de lainteraccion planta-

LAS INNOVACION

gl e D patdgeno. Finalmente, en la cuarta revision se frata de manera
integrado d¢ o S e suea diceh e . . . . q
lafS;ﬁg;';*::: ’Z@;‘hw muy diddactica el papel primario del metabolismo secundario
p}agu\lidzi

£

seccion de N

en la respuesta defensiva de las plantas (C. Payd, F. Vazquez,

P. Galarza, J. Pérez, J. M® Bellés, P. Lison, M® P. Lopez-Gresa, F.
Vera e |. Rodrigo).

OLOGIA Y SOCEDAD
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En la seccidén de Historias DE LA FiropaTOLOGIA NO podia faltar este
ano, precisamente, nuestra historia, y Javier Romero nos relata los
acontecimientos que se desarrollaron para la fundacién de la SEF.

En el apartado de FirorAToLOGIA Y SOCIEDAD enconfraréis dos interesantes
contribuciones sobre los marcos regulatorios europeos de la ediciéon
gendmica (J. P. Beltrdn) y el control de enfermedades ante el nuevo
pacto verde europeo (D. Ferndndez-Ortuno, E. Lazaro y A. Vicent).

En la EntRevista a un fitopatdlogo de relevancia y socio de la SEF,
tenemos el placer de presentaros en este nUmero a Vicente
Medina Piles, catedratico de Patologia Vegetal y Virologia
Vegetal en la Escola Tecnica Superior d’Enginyeria Agraria
(ETSEA) de la Universidad de Lleida (UdL) desde 1986 hasta
2019, y recientemente jubilado. Vicente nos relata no solo
su trayectoria cientifica sino sus aficiones y habilidades al
margen de la ciencia, que son muchas y muy variadas.
Vicente, haciendo gala de su titulo en Bellas Artes, fue
el primer disenador del logo de la SEF y que, con ciertas
variaciones, nos sirve todavia de marca corporativa.

En la seccion dedicada a los Socios PROTECTORES que
inauguramos en el nuUmero anterior os presentamos a
ENZA ZADEN y RIJK ZWAAN, empresas muy relevantes en
el panorama hortofruticola internacional.

En la secciéon IN MemoriAM, Y todavia sobrecogidos por
la desaparicion de nuestro amigo y socio de la SEF,
Ricardo Flores, podéis encontrar una semblanza muy
personal de su trayectoria cientifica y de su forma de
hacer ciencia, escrita por José Pio Beltrdn y Vicente Pallds.

Finalmente, quiero agradecer a todos los socios que han
contribuido a secciones igualmente importantes tales como
CoMmenTARIOS DE ARTicuLos (M. C. Vives, B. Sabater-Munoz, A. M.
Pastrana y J. E. Palomares) y las NUEVAS DESCRIPCIONES DE PATOGENOS EN
EsPANA (J. A. Navas-Cortés).

Y, como siempre, reconocer el esfuerzo que Nieves Capote y
Carmen Herndndez han realizado para que este nuevo niUmero
de nuestra revista sea magnifico. Espero que la disfrutéis y que nos
veamos el proximo octubre en Valencia.

Vicente Pallas
Presidente de la SEF
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Articulo de revision. |

La secuenciaciéon masiva en el diagndstico de virus

de cultivos leflosos

ANTONIO OLMOS,
investigador con
formacién en Biologia
Molecular, realizé

el doctorado en

el Departamento

de Microbiologia

de la Universidad

de Valencia. Ha
basado su actividad
en dos aspectos:

uno, a corto plazo,
para dar una rdpida
respuesta al sector
con la produccién

de material vegetal
libre de virus; y otro,
a medio y largo plazo,
con el desarrollo de
métodos y protocolos
de diagndstico

para el control de
enfermedades virales.
Durante los tltimos
afios ha centrado

su actividad en la
metodologia de la
secuenciacion masiva
que ha permitido

el descubrimiento

de nuevos virus y

la caracterizacion
molecular de variantes
divergentes con un
enfoque hacia la
prevencion de virus
emergentes en especies
vegetales lefiosas.

00 000000COCOGOONOONONOSNONONOIO
ANA BELEN Ruiz-

GARCIA, investigadora
con formacién

ANA BELEN Ruiz Garcia y ANTONIO OLMOS CASTELLG

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA)

Moncada, Valencia

Introduccién

Las tecnologias de secuenciacién ma-
siva, también conocidas como NGS o
HTS (Next-Generation Sequencing, High-
Throughput Sequencing), tienen varias ven-
tajas sobre los enfoques biolégicos, sero-
l6gicos y moleculares tradicionales, tanto
para el diagnéstico de enfermedades como
para la deteccién de virus especificos en
plantas lefiosas. Entre las ventajas mds im-
portantes esta que esta técnica no requiere
un conocimiento a priori sobre los virus
que infectan la planta. Esto significa que
no es necesario conocer la secuencia geno-
mica de un virus para poder ser detectado,
a diferencia de las técnicas de amplifica-
cién basadas en la PCR o isotermas, cuyo
requisito es el conocimiento de la secuen-
cia genética a detectar para disefiar ceba-
dores o sondas. También presenta ventajas
sobre las técnicas ELISA, que se restrin-
gen a la deteccién de virus para los que
haya disponibilidad de anticuerpos para
el diagnéstico seroldgico. Estas dos formas
de deteccién, las moleculares y las sero-
légicas tradicionales, son muy especificas
y, por tanto, no pueden identificar virus
desconocidos o posibles variantes muy di-
vergentes que podrian estar involucrados
en la etiologia de una enfermedad. El in-
dexaje bioldgico, si bien puede identificar
enfermedades transmitidas por injerto, no
ofrece informacién de los aislados virales
implicados en la posible etiologia de una
enfermedad, y tiene otras problemdticas
como la posibilidad de que existan aisla-

dos virales asintomaticos y la necesidad de
disponer de instalaciones controladas de
invernadero. El uso de HTS facilita el pro-
ceso de identificacién del agente etiolégi-
co de una enfermedad, ya que el método
proporciona informacién del viroma de la
planta, a menudo revelando la presencia
de nuevos patdgenos virales. En lo que res-
pecta a la deteccién de virus, la aplicacién
de HTS reduce dréasticamente el problema
de los falsos negativos producidos por la
alta variabilidad genética o el bajo titulo
viral que, con frecuencia, tienen los virus
que infectan drboles frutales. Ademas, el
alto nimero de secuencias diferentes que
se obtienen por HTS hace posible Ila re-
construccién de genomas virales comple-
tos, que posteriormente se pueden utilizar
para realizar estudios de variabilidad ge-
nética o disefiar mejores métodos de diag-
nostico especificos. Sin embargo, la valida-
cion de las secuencias obtenidas por HTS
puede ser necesaria y siempre lo es cuando
se trata de variantes muy divergentes o vi-
rus desconocidos, para lo cual se necesita
aplicar la secuenciacién convencional de
Sanger. Esta verificaciéon generalmente
puede realizarse en diferentes zonas del
genoma, en fragmentos del genoma mal
cubiertos, o para comprobar posibles re-
combinaciones inusuales.

Entre las tecnologias de HTS, Illumina
ofrece diferentes secuenciadores que pue-
den producir de 4 millones a 20 mil mi-

6>>
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en Bioquimica y
Biologia Molecular

en mecanismos de
regulacién de la
transcripcion y rutas
metabdlicas de estrés en
organismos eucariotas.
Realiz6 el doctorado

en el Departamento

de Bioquimica de la
Universidad de Valencia
y su postdoctorado

con una beca Human
Frontiers en el NIMR
(MRC) de Reino
Unido. En los tltimos
afios ha centrado su
actividad cientifica en el
desarrollo de “pipelines”
bioinforméticas para

el andlisis de datos de
secuenciacion masiva y
la aplicacion de técnicas
convencionales para

la confirmacién de los
hallazgos obtenidos, asi
como la caracterizacién
a nivel molecular

de nuevos virus, la
determinacién de
secuencias genomicas
de aislados divergentes
de virus conocidos y el
desarrollo de métodos
de diagndstico.

Deteccion de virus de plantas mediante HTS

llones de lecturas cortas, desde 50 hasta
300 nucledtidos. Esta es la tecnologia mas
utilizada en investigacién de virus de plan-
tas lefiosas y acopla la secuenciacién por
sintesis a una superficie dividida en ca-
rreras. Otras tecnologias més novedosas,
que estdn basadas en la secuenciacién en
tiempo real de una sola molécula donde
no se requiere un paso previo de amplifi-
cacién para la preparacién de la muestra,
estan ain en desarrollo en fitopatologia y
su aplicacién para la deteccion de virus de
lefiosas atin no se ha realizado en profun-

didad.

Fases de las tecnologias HTS

Para poder liberar todo el po-

de 21 a 24 nucledtidos de longitud. Estas
moléculas pueden aislarse de las plantas
infectadas, someterse a HTS y usarse para
reconstruir genomas virales. Los siRNA
derivados de virus se han utilizado para de-
tectar virus de plantas conocidos y desco-
nocidos. La ventaja de este enfoque es que
los siRNA se pueden utilizar para detectar
virus de RNA y virus de DNA, y también
para detectar elementos virales endégenos
integrados (EVE), siempre y cuando se
transcriban. La desventaja de este enfoque
es el pequefio tamafio de las lecturas vira-
les, que puede complicar el proceso de en-
samblado del genoma, especialmente para
los virus desconocidos.

tencial de las tecnologfas HTS,

I Muestreo FDI Purificacién de acidos nucleicos I

se han de considerar todos los

pasos del experimento, desde
la preparacién de la muestra
hasta el an4lisis bioinformdtico
de los datos. La estandarizacion

de estas tecnologias para ser
utilizadas de forma eficaz en
diagnéstico requiere una des-
cripcién detallada de todo el
proceso, desde la purificacién
de 4cidos nucleicos hasta el
detalle de los pardmetros y pro-

"'" Sl

SECUENCIACION MASIVA (HTS) |

Control de calidad

gramas utilizados'. En la figura Iy
se muestra el procedimiento
general de analisis de muestras

mediante HTS.

La preparacion de la muestra

Pequefios RNA

derivados de virus

interferentes

Este tipo de muestra fue la que
se emple6 por primera vez en
patologia vegetal y se basa en

|ANAUISIS BIOINFORMATICOJ

Control de calidad / Recorte

que el silenciamiento génico

constituye un mecanismo an-

tiviral importante en las plan-
tas, donde las enzimas de los
huéspedes 1lamadas dicers cor-
tan el RNA viral en pequefios

RNA interferentes (siRNA)

Validacién por RT-PCR y
secuenciacion Sanger

Procedimiento estandarizado de anélisis de muestras vegetales de
cultivos lefiosos mediante HTS (Figura elaborada por los autores).

7>>



El uso de las
tecnologias de
secuenciacion
masiva (HTS)
no requiere un
conocimiento
a priori sobre
los virus que
infectan la
planta

La secuenciacion
de RNA total

se ha utilizado
para detectar y
caracterizar virus
en varios cultivos
lefiosos

La contamina-
cion, los inhibi-
dores o las
impurezas en

el material de
partida pueden
producir
resultados y
artefactos, falsos
negativos e
incluso falsos
positivos

Deteccion de virus de plantas mediante HTS

RNA bicatenario
El RNA de doble cadena (dsRNA) ha sido

empleado para detectar virus por HTS en
frutales de hueso, como albaricoquero o
cerezo, en citricos y en vid, y también se
ha aplicado al estudio de enfermedades de
etiologia desconocida. La ventaja de usar-
lo es que constituye un paso de enriqueci-
miento de secuencias de dcidos nucleicos
virales. Los protocolos actuales se basan
en la extraccién de fenol/cloroformo para
obtener una mezcla de DNA total y RNA,
a partir de la cual la fraccion de dsRNA
se enriquece mediante cromatografia en
una matriz de celulosa de polimeros largos.
Aunque con este tipo de muestra la detec-
cién de virus de DNA puede ser escasa, el
dsRNA ha facilitado el descubrimiento de

muchos nuevos virus de RNA.

DNA total

La secuenciacién total del DNA apenas
se ha utilizado en la deteccion de virus de
plantas lefiosas. Se ha aplicado con éxito
en citricos para identificar un nuevo virus
de DNA utilizando DNA genémico some-
tido posteriormente a fragmentacion para
preparar genotecas compatibles con Ia se-
cuenciacién de [llumina.

RNA total

La secuenciacién de RNA total se ha uti-
lizado para detectar y caracterizar virus en
varios cultivos lefiosos, como vid, manza-
no, peral, cerezo, caqui, nispero, olivo, etc.
Aunque se puede realizar la purificacion
tradicional de RNA total, hay kits dispo-
nibles comercialmente que se pueden usar.
Un inconveniente potencial del método
es que el titulo viral puede ser bajo den-
tro del fondo del RNA de la planta, una
limitacién que puede superarse mediante
la deplecién del RNA ribosémico que es
muy abundante en el RNA purificado.
Otra alternativa es el enriquecimiento de
secuencias virales mediante la purificacién

de RNA con cola poli(A).

Acidos nucleicos asociados a  viriones

purificados

Los 4cidos nucleicos asociados a viriones
(VANA) se utilizan para enriquecer la
muestra con los dcidos nucleicos virales
mediante la purificacién de particulas vi-
rales del material vegetal. Sin embargo,
hasta la fecha, no se ha descrito la apli-
cacion del método a los virus de drboles
frutales. La desventaja de este método es
el requisito de procesamiento de muestras
complejas. Ademds, se limita a la detec-
cién de virus encapsidados.

Preparacion de genotecas

Cada una de las plataformas de secuen-
ciacién tiene su propia gama de kits para
la preparacion de las genotecas. Ademds,
algunos proveedores de servicios para ter-
ceros también ofrecen kits o protocolos
desarrollados para diferentes plataformas.
En plantas lefiosas, la tecnologia [llumina
y los kits de la serie TruSeq™ y versiones
Ribo-Zero™ se emplean con frecuencia y
de manera satisfactoria. Aunque estos pro-
cesos requieren una manipulacién signi-
ficativa, tiempo y habilidad, actualmente
existen sistemas automatizados disponi-
bles comercialmente capaces de producir
genotecas de dcidos nucleicos listas para
su secuenciacion. Los resultados éptimos
se obtienen utilizando dcidos nucleicos de
muy buena pureza. La contaminacion, los
inhibidores o las impurezas en el material
de partida pueden producir resultados y
artefactos, falsos negativos e incluso falsos
positivos por contaminacién con muestras
analizadas en paralelo. En deteccién de
virus de plantas lefiosas se han empleado
diferentes tipos de 4cidos nucleicos como
muestra.

Analisis bioinformatico

Los datos se pueden analizar con progra-
mas disponibles comercialmente como

CLC Genomics Workbench o Geneious

Prime o se pueden analizar con plataformas

8>>



Los datos pueden
ser recortados

y filtrados

para eliminar
secuencias de
baja calidad
mediante
diferentes
programas

Se han obtenido
genomas virales
completos

o grandes
fragmentos de
ellos utilizando
como muestra de
partida siRNA,
dsRNA o RNA
total

Deteccion de virus de plantas mediante HTS

abiertas, que, en general, requieren cono-
cimientos de Linux. Existen programas,
algunos disponibles en web, o compilacio-
nes automadticas para la identificacién de
virus, como el VirusFinder, VirusHunter,
VirFind, ezVIR, ViromeScan, Taxonomer,
VIP, VirusDetect, VSD toolkit o el

Metavisitor, entre otros.

El control de calidad, el ensamblado de
secuencias de novo, la anotacién de los
contigs generados, el mapeo de los contigs
para su extensién y el mapeo de secuen-
cias de referencia son pasos necesarios para
el andlisis de datos. El control de calidad
depende de la tecnologia y de los para-
metros estdndar, cuyos umbrales suelen
ser proporcionados por el fabricante. Sin
embargo, un primer paso critico y comin
en el andlisis de datos bioinformaticos, es
evaluar la calidad de los datos y realizar
recortes y filtrados para eliminar lecturas
de baja calidad y otras secuencias conta-
minantes como son los adaptadores. Un
pequefio paquete de software de interfaz
grafica de usuario, llamado FastQC, es muy
Gtil para evaluar la calidad de los datos y
la presencia de secuencias contaminantes
en médulos faciles de interpretar y usar.
Los datos pueden ser recortados y filtra-
dos para eliminar secuencias de baja cali-
dad mediante diferentes programas como
Prinseq o Trimmomatic, que son paquetes
de software ttiles que se pueden usar para
recortar adaptadores y nucleétidos de baja

calidad.

El ensamblado de las lecturas o secuencias
para recuperar un genoma viral puede ba-
sarse en dos enfoques diferentes: ensam-
blado de novo, donde los genomas virales
se reconstruyen parcial o totalmente, y el
mapeo de las lecturas contra una secuencia
de referencia.

El ensamblado de novo puede realizarse
con software comodo y facil de usar, como
los comentados anteriormente, CLC Ge-
nomics Workbench o Geneious Prime,
o bien con otros de entorno Linux como

CAP3, Velvet, MIRA, Flye, SPAdes o
Tadpole. Se puede realizar un paso opcio-
nal de filtrado del genoma de la planta
huésped antes del ensamblado de novo para
eliminar la mayoria de las lecturas relacio-
nados con genoma de la planta, mapeando
las secuencias frente a genomas de la plan-
ta huésped disponibles en bases de datos o
repositorios. El ensamblado de novo tiene
limitaciones, especialmente cuando lo que
se tiene es una muestra con diferentes va-
riantes o cepas virales de la misma especie.
Este analisis es particularmente problem4-
tico cuando se emplea siRNA como mues-
tra a secuenciar, debido a la baja longitud
de las lecturas que pueden producir resul-
tados falsos positivos o un ensamblaje in-
correcto. En este caso, una estrategia que
utiliza lecturas mds largas (por ejemplo,
100 nucleétidos o mas) puede ayudar a re-
solver el problema, ya que, empleando pa-
rdmetros mas estrictos de ensamblado, se
facilita la recuperacién de cada una de las
variantes que infectan la muestra. Poste-
riormente, estas variantes deben compro-
barse mediante amplificacién por PCR y

andlisis de RFLP.

La anotacién de contigs se realiza utilizando
BLASTn, BLASTx, BLASTpy tBLASTx.
El mapeo de las secuencias frente a geno-
mas de referencia o frente a los contigs ge-
nerados para su extensién también puede
realizarse con CLC Genomics Workbench
o Geneious Prime, o con programas de en-
torno Linux como Bowtie, BowtieZ, Mini-
map2, Tophat o BBMap. Para los virus de
arboles frutales con bajo titulo puede ser
necesaria una combinacién de ambos en-
foques, junto con una mayor profundidad
de secuenciacion.

HTS aplicado a cultivos lefiosos

Se han obtenido genomas virales com-
pletos o grandes fragmentos de ellos uti-
lizando como muestra de partida siRNA,
dsRNA o RNA total”. Continuamente
se describen nuevos virus asi como nuevas
cepas/variantes de secuencias de especies
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virales conocidas. Sin embargo, donde la
HTS sobresale es en la identificacién de
virus desconocidos y en la identificaciéon
de variantes genéticas de una especie de
virus que coexisten en el mismo 4rbol. La
capacidad de producir genomas completos
a partir del ensamblado de novo, en com-
binacién con una buena profundidad de
secuenciacion, puede revelar la presencia
de virus nuevos o infecciones mixtas de
cepas/aislados estrechamente relaciona-
dos. En los cultivos perennes lefiosos, la
infeccién simultdnea por diferentes virus
que potencialmente pueden actuar entre
sf mediante sinergismo o antagonismo es
una caracteristica comun, por lo que resul-
ta complicado identificar el agente infec-
cioso en enfermedades de etiologia desco-
nocida. En este sentido, la recuperacién de
secuencias de una especie viral puede no
ser suficiente para la asociacién de causali-
dad a una enfermedad. Por lo tanto, la pre-
sencia de un nuevo virus y su asociacién a
una enfermedad debe confirmarse median-
te la deteccion convencional en estudios
mas amplios.

Un ejemplo del potencial de las HTS apli-
cado al estudio de enfermedades de citri-
cos es el descubrimiento de una cepa ati-
pica del virus de la leprosis citoplasmdtica
de los citricos (CiLV-C2)", encontrada
por HTS y no detectada por herramientas
moleculares especificas para CiLV-C. Por
el contrario, en la enfermedad de muet-
te stbita de los citricos, que parece estar
asociada a una cepa especifica de citrus
sudden death-associated virus (CSDaV)P),
el estudio por HTS no es totalmente con-
cluyente, por lo que se requerirfa un es-
tudio mds profundo para confirmar esta
hipotesis.

Avances en el conocimiento del viroma
de la vid también han sido impulsados
por las tecnologias HTS, incrementan-
dose el nimero de nuevas especies virales
de diferentes géneros, como, por ejemplo,
los vitivirus o el badnavirus asociado a la

enfermedad de la decoloracién de la hoja
de roditis, cuyo agente causal era descono-
cido desde hacia mas de 50 afios”’. Otros
virus nuevos de vid que se han identificado
mediante el empleo de HT'S son grapevine
syrah virus 1 (GSyV-1), empleando como
muestra RNA total y dsRNA; grapevine
vein-clearing virus (GVCV) y grapevine
pinot gris virus (GPGV), mediante HTS
de siRNA; o grapevine virus F (GVF)
y grapevine red blotch associated virus
(GRBaV), mediante secuenciacién de ds-

RNA!L,

De forma similar, en frutales, la aplicacién
de las HTS ha supuesto un avance en di-
versos ambitos, como, por ejemplo, en el
disefio de métodos de diagnéstico basa-
dos en PCR aplicando los resultados de
HTS para disefiar y actualizar técnicas de
diagnéstico!’. Nuevas especies de virus se
descubren continuamente impulsando la
taxonomia, por ejemplo, recientemente el
empleo de HTS de RNA total ha permi-
tido descubrir una nueva especie con ho-
mologia de secuencias con los ilarvirus, in-
fectando cerezo dulce. Se ha propuesto el
nombre de prunus virus I (PrVI) para este
nuevo virus'®. Otro ejemplo es el analisis
por HTS de dsRNA en albaricoquero, que
permitié también la identificacién de un
nuevo virus con una asignacién filogené-
tica limitrofe al virus del manchado foliar
de los citricos (CLBV), denomindndose el
virus asociado al aclaramiento de las venas
del albaricoquero (AVCaV)®. Esta especie
estd localizada entre los citrivirus y vitivi-
rus lo que condujo a una propuesta para un
nuevo género en Betaflexiviridae. También
la recuperacién de nuevas secuencias de vi-
rus relacionadas con la familia Luteoviridae,
como el luteovirus asociado a cerezas, el
virus asociado a picaduras de tallo de nec-
tarina y un nuevo luteovirus que infecta
almendro!?.

El anilisis por HTS del RNA total de
muestras de olivo con amarilleamiento
en hojas y deformaciones en madera ha
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permitido el avance en el conocimiento
de un virus para el que solo se disponia de
secuencias parciales, el closterovirus olive
leaf-yellowing associated virus (OLYaV),
cuyo anilisis filogenético lo ha situado
junto a otros dos closterovirus que codi-
fican una protefna similar a la taumatina
y que no estin asignados actualmente a
ningin género, por lo que constituyen con
mucha probabilidad un nuevo género en la
familia Closteroviridae!”.

Asi pues, el empleo de HTS no solo ha
permitido la identificacién de nuevos vi-
rus, sino que también esta haciendo avan-
zar la taxonomfa, revelando, en los dltimos
afios, la presencia de un gran ndmero de
nuevas especies de virus, cuyo significado
biolégico se desconoce. Para algunos de
estos virus, se pueden inferir una serie de
rasgos bioldgicos basados en la homologia
que comparten con especies ya caracteriza-
das. Sin embargo, para muchos, ain es dis-
cutible si representan virus infecciosos de
plantas que tienen importancia econémi-
ca. La identificacién de una nueva especie
de virus vegetal podria afectar al comercio
de material vegetal entre los paises y, por
lo tanto, los datos bioldgicos deben pro-
porcionarse poco después de la identifica-
cién inicial del patégeno, a fin de evaluar
mejor su importancia.

A pesar de los avances en el campo de la
tecnologia HTS no hay umbrales estable-
cidos del nimero de lecturas necesarias
para identificar la presencia de una es-
pecie de virus en una muestra, asi como
identificar posibles contaminaciones entre
muestras analizadas simultdineamente. La
deteccién de un bajo nimero de lecturas
de un genoma viral podria indicar la pre-
sencia de un virus en un titulo bajo o la
contaminacién de la muestra durante la
manipulacién. Por lo tanto, la aplicacién
adicional de técnicas moleculares/serolé-
gicas especificas de la especie sigue siendo
necesaria para confirmar tales hallazgos.
Otro inconveniente de las tecnologias

HTS es el impacto que puede tener la na-
turaleza de la muestra de partida, si se tra-
ta de siRNA, dsRNA o RNA total, en el
tipo de patdgenos virales detectados. Esta
dependencia de muestra puede ser impor-
tante para el diagnéstico de virus de DNA
que pueden no estar presentes en genote-
cas basadas en dsRNA 'y, del mismo modo,
en el caso del enriquecimiento utilizando
la cola poli(A), donde no se detectaran los
virus que carecen de ella. Por otro lado, el
enfoque VANA detecta con éxito tanto
virus de RNA como de DNA, pero no es
capaz de detectar agentes que no estdn en-
capsulados, como viroides y endornavirus.
Dados los beneficios y limitaciones de cada
enfoque, se debe considerar seriamente la
seleccion de la muestra que se va a secuen-
ciar.

La mayoria de los virus que infectan 4rbo-
les tienen genomas de RNA, tienen una
etapa de dsRNA durante su replicacion,
pueden tener una cola poli(A) y encapsi-
darse para la transmisién y el movimiento.
Sin embargo, el reciente aumento en la
identificacién de virus de DNA que infec-
tan arboles, virus que carecen de cola po-
li(A) (por ejemplo, luteovirus) y la impor-
tancia de las enfermedades relacionadas
con viroides, posiblemente hacen que los
siRNA o RNA total sean las muestras de
eleccién para una identificacion exhausti-
va de los virus presentes en una muestra.
Otro inconveniente importante de HTS
es el hecho de que, contrariamente a los
métodos de deteccidon cldsicos, el andlisis
de datos de HTS requiere el uso de herra-
mientas bioinformdticas sofisticadas por
parte de personal cientifico especializado.
Dependiendo de la muestra analizada, se
pueden encontrar diferentes obstaculos
durante el anilisis bioinformdtico.

La aplicacion de HTS conducird a la iden-
tificacién de la mayoria de los virus y vi-
roides presentes en cada especie huésped,
actualizando sus datos de viroma. Esta ex-
tensa base de datos de diferentes aislamien-
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tos de los virus que infectan drboles, serd
capaz de optimizar los ensayos de detec-
cién existentes abordando una de las prin-
cipales deficiencias para las metodologias
tradicionales, que es la alta variabilidad de
secuencia presente en virus que infectan
arboles frutales. La optimizacién de los ce-
badores existentes basados en secuencias
de diferentes aislados, y las variantes de es-
tos aislados presentes en una muestra, mi-
nimizardn los resultados falsos negativos,
lo que permitird ensayos de diagndstico
mids precisos. Ademis, la evaluacién de los
nuevos virus identificados proporcionard
una lista completa de patégenos que repre-
sentan amenazas potenciales, y permitirdn
la actualizacion de las listas de cuarentena.

NCrCNLCINSIA

Las técnicas HTS han demostrado ser una
herramienta valiosa en la identificacién de
mezclas de genotipos dentro de una sola
planta. Con la ayuda de esta tecnologia,
se facilitara el estudio de las interacciones
entre diferentes virus o genotipos de virus,
desvelando mecanismos de patogénesis y
desarrollo de enfermedades. Es importan-
te destacar que el método podria usarse
para el estudio de interacciones planta-
virus-vector a través de analisis trans-
criptémicos o estudios de mecanismos de
resistencia, como el silenciamiento del
RNA, actuando contra virus en diferentes
especies de arboles frutales, que al final,
podrian conducir al desarrollo de nuevas
herramientas de control.
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En ambientes naturales las plantas se en-
cuentran constantemente expuestas a la
interaccién con potenciales patégenos.
Los mecanismos de defensa de las plantas
frente a patégenos se basan en una com-
binacién de mecanismos constitutivos,
que previenen la infeccién del patégeno, e
inducidos en el momento de la infeccién.
Desde un punto de vista energético, la res-
puesta inducida tiene un menor coste para
la planta, pero requiere una regulacion es-
tricta de su activacién. De forma genérica,
podemos establecer que los estudios trans-
criptémicos se centran fundamentalmente
en la identificacién de redes moleculares
implicadas en la respuesta inducida. Las
interacciones planta-patégeno pueden di-
vidirse en dos grandes grupos: las interac-
ciones compatibles, que son aquellas en las
cuales los patégenos son capaces de modi-
ficar el sistema inmune de la planta dando
lugar a un proceso infeccioso; y las interac-
ciones incompatibles, aquellas en las que
la planta es capaz de prevenir la invasion
del patégeno induciendo mecanismos de
defensa. En cualquiera de los dos casos, el
reconocimiento de un potencial patégeno,
desencadena la activacion de una compleja
y sofisticada red de mecanismos de defensa
que conllevan una extensa reorganizaciéon
del transcriptoma que precede a los cam-
bios que tienen lugar en el metaboloma.
De forma clésica se define el transcriptoma
como el conjunto de todas las moléculas
de ARN mensajero (ARNm) presentes
en una determinada célula o conjunto de
células en un momento concreto. Esta de-
finicién se ha ido ampliando a medida que
avanzaban las técnicas de anilisis, permi-
tiendo también el andlisis de otros tipos

de ARN, como son ARN de transferencia
(ARNY), ribosémico (ARNTr) o elementos
reguladores (microARN). La alta com-
plejidad de las modificaciones que tienen
lugar en el transcriptoma ha hecho que se
hayan desarrollado una serie de técnicas
especificas para su estudio.

Métodos de estudio en
transcriptomica

La transcriptémica es una tecnologia que
permite estudiar la regulacién de ele-
mentos funcionales del genoma de un
determinado tejido u organismo. En las
Gltimas décadas los avances tecnoldgicos
han supuesto una auténtica revolucién en
los estudios de regulacién genética. Estas
técnicas se pueden dividir en dos grandes
grupos: aquellas basadas en la hibridacién
de secuencias y las basadas en la amplifica-
cién (véase figura 1). Como ejemplo para-
digmdtico del primer conjunto de técnicas
nos encontramos con las micromatrices.
Estas fueron las primeras plataformas en
permitir un estudio extensivo del trans-
criptoma. Las micromatrices permiten un
andlisis extenso del transcriptoma de una
forma sistemdtica y sencilla. Este tipo de
plataformas se basa en la inmovilizacién de
pequefias secuencias de ADNc (probe) en
una matriz sélida, las cuales seran usadas
como base para la hibridacién del ARNm
de la muestra (target). La obtencién de se-
cuencias unicas correspondientes a cada
uno de los genes de una determinada
especie que puedan ser inmovilizadas en
las matrices es uno de los pasos fundamen-
tales en el disefio de micromatrices. Esta
técnica permite el desarrollo de ensayos
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/

“a la carta” mediante el desarrollo perso-
nalizado de micromatrices de una manera
relativamente barata, lo que permite rea-
lizar estudios parciales de transcriptémica
frente a grupos de genes diana, o bien la
identificaciéon de variantes de splicing. El
principal inconveniente de este modelo
es que la obtencién de estas secuencias
requiere un conocimiento extenso del ge-
noma de la especie que se quiera estudiar,
lo que hace que los estudios de transcriptd-
mica empleando esta tecnologia se hayan
centrado fundamentalmente en especies
modelo. Por otra parte, el grado de cober-
tura del genoma que se consigue con esta
técnica se ha visto ampliamente superado
por las técnicas basadas
en la amplificacion,
por lo que en la actua-
lidad son técnicas en

desuso.

La alternativa a esta
tecnologia se centra

Extraccién ARN

en las técnicas basadas

\in la amplificacion.

/ Micromatrices
Muestra 1 Muestra2
— ——y
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De forma genérica podemos establecer
dos protocolos basados en la amplificacién
del transcriptoma: Perfil de la expresién
génica (DGE; Digital Gene Expression) o
la secuenciacién de ARN (RNA-seq). El
primero de estos protocolos, que inclu-
ye técnicas como SAGE, SuperSAGE
o CAGE, se basan en la generacién de
pequefias pruebas de ADNc a partir del
ARNm de la muestra que, posteriormente,
son secuenciadas. Pese a suponer una me-
jora frente a la utilizacién de micromatri-
ces, estas técnicas presentan la limitacion
de que no permiten el estudio de la tota-
lidad del ARN de una muestra y las dis-
tintas isoformas son indistinguibles. La
técnica de RNA-seq permite soslayar estas
limitaciones basdndose en procesos de se-
cuenciacién de ultima generacién (High-
throughput sequencing).

Todas estas tecnologfas presentan, no
obstante, una limitacién a la hora de la
identificacién de los genes implicados
en los cambios que tienen lugar en el
transcriptoma. Por una parte, la necesa-

ria transformacién del ARN a

RNAseq

N

Muestra 1 Muestra2

—— m—

Secuenciacion

¥
alineamiento

Genoma de referencia

Muestra 1

Muestra2 : e oy

AN

ADNCc hace que se pueda perder
informacién en el proceso de-
bido a eficiencia diferencial en
la conversién entre las distintas
moléculas de ARN. Por otra
parte, las técnicas de secuen-
ciaciéon de dltima generacion
Gnicamente permiten obtener
secuencias de pequefio tamafio
(~150 pares de bases, en pro-
medio) por lo que se requieren
complejos anilisis bioinform4ti-
cos para poder asignar esos frag-
mentos a un determinado gen.
En los tltimos afios se han desa-

rrollado tecnologias de secuen-
ciacién que permiten obtener

Esquema de funcionamiento de las técnicas basa-
das en hibridacion (micromatrices) y en amplifica-
cion de secuencica (RNA-seq) [Figura elaborada
por los autores].

de manera efectiva secuencias
largas que facilitan este analisis:
secuenciacién en tiempo real (PacBio®)
y la secuenciacién de nanoporo (ONT).
Esta dltima, ademads, permite la secuencia-
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cién directa de las moléculas de ARN. Es-
tas tecnologias se estdn empezando a em-
plear en los estudios transcriptémicos en
microbiologia y es previsible que su uso se
extienda a otros organismos en los proxi-
mos afos.

Analisis bioinformatico

El andlisis bioinformatico de los datos de
expresién obtenidos es un proceso crucial
en los estudios transcriptémicos. En el
caso del andlisis de micromatrices, el pro-
ceso se inicia con el escaneo de la placa
a fin de identificar las distintas regiones
de la matriz donde se han producido las
hibridaciones. Cada uno de estos puntos
corresponderd a un marcador de secuen-
cia expresada (EST; expressed sequence tag)
permitiendo, por lo tanto, semicuantificar
la cantidad de transcripto presente en una
muestra en funcién de la intensidad de la
sefial en cada uno de estos puntos. La uti-
lizacién de software especializado permite
automatizar este proceso.

El proceso de anilisis en experimentos de
RNA-seq es mds complejo. Debido al in-
gente volumen de datos que se obtiene, es
necesario llevar a cabo un primer filtrado
eliminando aquellas secuencias incomple-
tas o con lecturas erréneas. Una vez obte-
nidas las secuencias definitivas, estas deben
de alinearse a un genoma de referencia.
Debe existir un alto grado de homologia
de secuencia para que un fragmento pueda
ser inequivocamente asignado a un deter-
minado gen. En este sentido es importante
tener en cuenta la presencia de intrones
en el proceso de alineamiento de secuen-
cias de ARNm de eucariotas. En el caso de
que no exista un genoma de referencia, en
algunos casos es posible llevar a cabo un
alineamiento de novo de las secuencias a
fin de obtener las secuencias completas de
transcriptos. El tamafio de las lecturas es
un pardmetro crucial en este caso, ya que,
cuanto mayor sea el de estas, mds senci-
llo serd obtener fragmentos solapantes que
permitan determinar la secuencia comple-

ta del transcripto. Un anilisis de novo tie-
ne unos requerimientos informaticos muy
superiores a un proceso de alineamiento a
un genoma de referencia.

Una vez establecidos los niveles de expre-
sién de los distintos genes en las muestras es
necesario llevar a cabo un anilisis estadfs-
tico que permita identificar el conjunto de
genes que se encuentran sobreexpresados o
reprimidos entre las distintas condiciones
de estudio. Existen distintos andlisis esta-
disticos aplicables en un experimento de
transcriptémica que abarcan desde un an4-
lisis de varianza para establecer diferencias
entre distintos tratamientos, hasta analisis
jerdrquicos que permitan el agrupamiento
de genes basindose en su expresién en las
distintas condiciones analizadas.

Respuesta transcriptomica en la
interaccion planta-patégeno

Las plantas reconocen la presencia de un
patégeno fundamentalmente por dos vias.
Por una parte, existen receptores de la
superficie de las células vegetales que son
capaces de reconocer patrones molecula-
res conservados en la superficie celular de
los patégenos (MAMPs; microbe-associated
molecular patterns) dando lugar a la deno-
minada inmunidad desencadenada por
patrén (PTI; pattern triggered immunity).
Esta interaccion activa una cascada de re-
acciones intracelulares mediante la movi-
lizacién de mensajeros secundarios (Ca?®,
especies reactivas de oxigeno, etc.), lo cual
produce la activacién de la expresién de
un ndmero importante de genes y rutas
metabdlicas. Estudios transcriptémicos en
distintas especies de plantas han revelado
una red basica comtn en la respuesta PTI.
La identificacién en la superficie celular
MAMP produce la activacion de la expre-
sién de dos familias de quinasas (MAPKSs;
mitogen-activated protein kinases. CDPKs;
calcium-dependent protein kinases) que pre-
sentan un papel central en la reprograma-
cion del transcriptoma. Esta reprograma-
cién puede establecerse en dos fases: en

15>>



Transcriptomica de la.interaccién planta-patégeno

La respuesta ETI1
esta intimamente
asociada a una
respuesta de
hipersensibilidad

Desde un

punto de vista
transcriptomico,
las respuestas
PTIy ETI
presentan un
alto grado de
solapamiento,
hasta el punto
de que algunos
autores integran
ambas, siendo
el PTI una

respuesta

atenuada de ETI1

Las rutas de
sefializacion
independientes de
las fitohormonas
parecen tener

un mayor peso

en la respuesta

ETI frente a la
respuesta PTI

una fase temprana se produce la activacién
de genes de defensa, mediada fundamen-
talmente por las fitohormonas 4cido sali-
cilico (SA) y 4cido jasménico (JA); y una
fase posterior, donde se produce una signi-
ficativa supresién de genes implicados en
la acumulacién de nitrégeno, fotosintesis,
transporte de auxinas y biosintesis de gibe-
relinas, indicando que la movilizacién de
nutrientes para la metabolizacién de com-
puestos defensivos se hace a expensas del
crecimientol’l.

La segunda via de respuesta se basa en el re-
conocimiento de efectores presentes en la
superficie celular de los patégenos a través
de proteinas de la superficie celular vegetal
(denominadas proteinas R o proteinas de
resistencia). Esta interaccién, altamente
especifica, produce la denominada res-
puesta desencadenada por efectores (ETI;
effector triggered immunity), que activa
una serie de factores de transcripcién en
el nicleo celular. Mediante un estudio de
RNA-seq en tomate, Pombo et al.”! identi-
ficaron una serie de genes especificamente
implicados en la respuesta ETI. Estudios
funcionales de estos genes muestran que
este conjunto se encuentra enriquecido en
genes implicados en procesos de apopto-
sis, homeostasis iénica y respuesta a ROS,
confirmando que la respuesta ETI estd
intimamente asociada a una respuesta de
hipersensibilidad, cuya finalidad es locali-
zar el dafio producido por el patégeno pro-
duciendo la muerte programada del tejido
que rodea al lugar de la infeccion.

No obstante, existe cierta controversia
acerca de la independencia de estas dos
respuestas. Desde un punto de vista trans-
criptémico, las respuestas PT1 y ETI presen-
tan un alto grado de solapamiento, hasta el
punto de que algunos autores no consideran
estas como dos respuestas independientes,
sino que las integran ambas, siendo el PTI
una respuesta atenuada de ETI.

Las fitohormonas actdan como nexo de
confluencia de las respuestas ETI y PTL.

Tres fitohormonas regulan esta respues-
ta: acido jasménico (JA), dcido salicilico
(SA) vy etileno (ET). El sistema JA/ET
actta de forma sinérgica en la respuesta
frente a patégenos, mientras el sistema JA/
SA puede actuar de forma sinérgica o an-
tagénica en funcién del tipo de respuesta.

Zhang et al.'” realizaron un metaanilisis
con un total de 13 estudios de RNA-seq
realizados en Arabidopsis thaliana, identifi-
cando 363 genes que son coinducidos por
estas fitohormonas y, ademds, activados
por la infeccién de patégenos tanto ne-
crotrofos como biotrofos. Hillmer et al.””
encuentran que la activacién de alrededor
de 5000 genes en respuesta a MAMP es
dependiente de rutas de sefializacién me-
diadas por fitohormonas. Esta dependencia
no parece ser tan acusada en el caso de la
respuesta a efectores. Mine et al.*! encuen-
tran un alto grado de solapamiento en los
genes regulados en respuesta al efector
AvrRpt2 de Pseudomonas syringae entre
el genotipo wt y distintos mutantes en las
rutas de sintesis de fitohormonas. Por lo
tanto, las rutas de sefializacién indepen-
dientes de las fitohormonas parecen tener
un mayor peso en la respuesta ET1 frente a
la respuesta PTI.

Se considera que la ruta de sefializacion
mediada por SA podria ser crucial en la
activacion de los mecanismos de defensa
frente a patdgenos biotrofos o hemibiotro-
fos, mientras la ruta de sefializacién me-
diada por JA tendrfa un mayor peso en la
defensa frente a patégenos necrotofos. En
cualquiera de los dos casos, la activacién
de estas rutas de regulacién debe ser rapida
para limitar el dafio ocasionado por una in-
feccion de forma efectiva. Esta activacion
tiene lugar en las primeras horas desde el
reconocimiento del patégeno y distin-
tos estudios transcriptémicos demuestran
que un retardo en la activacién de estos
genes permite distinguir entre genotipos
resistentes y susceptibles a distintas enfer-
medades”®. La activacién de las rutas de
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sefializacién mediadas por fitohormonas
da lugar a una profunda reorganizacién del
transcriptoma para combatir la infeccion.
La complejidad de esta reorganizacién
hace que sea necesario establecer un sis-
tema de agrupacién de los genes activados
y reprimidos. Este sistema se conoce como
andlisis de ontologia genética. El funda-
mento de este analisis se centra en la ge-
neracién de categorfas funcionales de los
genes basindose en conocimientos previos
y homologias de secuencias. La asignacién
de un determinado transcripto a una ca-
tegoria funcional permite realizar anilisis
estadisticos de enriquecimiento de deter-
minadas rutas celulares. El patrén general
de la respuesta de la planta frente a la in-
feccién por un patégeno supone la activa-
cién de proteinas de defensa (PR proteins;
pathogen-related proteins), activacién de ru-
tas de sintesis de metabolitos secundarios
que actdian como compuestos defensivos
(compuestos fendlicos, glucosinolatos, al-
caloides, etc.) y activacién de las rutas de
sintesis de fortificacién de la pared celular.
La respuesta a diferentes patégenos es, no
obstante, altamente especifica. Se estima
que alrededor de un 58 % de los genes que
se activan tras una infeccién son caracte-
risticos de cada tipo de patégeno.

El aumento en la produccién de compues-
tos defensivos presenta unos requerimien-
tos energéticos, lo que produce cambios
en los flujos de carbono en el interior de
la célula. De esta manera, en la respuesta
defensiva, se produce una concomitante
reduccion de rutas implicadas en el creci-
miento, fotosintesis, reproduccién y divi-
sién celular'®.

Metaanalisis

El desarrollo de las técnicas de anilisis
transcriptémico ha permitido que en las
Gltimas décadas se hayan multiplicado los
estudios de expresién génica en multitud
de especies vegetales. Gran parte de esa
informacién se hahechopublicayaccesible
de manera gratuita a través de grandes

repositorios (p. ej. GEO; Gen Expresion
Omnibus, PlaD). Toda esta informacién
puede ser posteriormente empleada para
llevar a cabo metaanalisis que permitan
obtener patrones de respuesta generales en
la respuesta de la planta a una infeccién.
Se define un metaanilisis como un método
de combinacién tanto cualitativa como
cuantitativa de datos procedentes de
distintos estudios con el fin de obtener una
conclusién general con un mayor poder
estadistico.

El principal reto de un metaanilisis se cen-
tra en la homogeneizacién de los resulta-
dos obtenidos en estudios independientes
con distintas muestras bioldgicas, distintas
metodologias experimentales y distintas
plataformas de anilisis transcriptémico.
Las estrategias empleadas para solucionar
este inconveniente se basan en la descom-
posicién de factores en el anilisis estadisti-
co. Esta descomposicion puede tener lugar
anivel de genotipos, comparando cada uno
de ellos con su control de manera indivi-
dual, de tal manera que se pueda establecer
finalmente un patrén general de respuesta,
o bien a nivel de rutas metabdlicas y de
sefializacién, agrupando los transcriptos
previamente identificados de acuerdo con
su funcionalidad y, finalmente, llevando a
cabo un estudio de similitud en el patrén
de respuesta entre los distintos estudios.

Esta estrategia ha permitido establecer pa-
trones de respuesta generales de las plan-
tas frente a infecciones de virus y hongos.
Rodrigo et al.! encuentran que la respuesta
defensiva de las plantas es muy similar frente
a virus que se encuentran relacionados filo-
genéticamente. Caldo et al.'Y identificaron
un grupo de genes que constituyen la defen-
sa basal de la cebada frente a la infecciéon
por mildiu (Blumeria graminis f. sp. hordei).
La combinacién de los resultados obtenidos
en distintos experimentos les permitié, ade-
mads, establecer que este grupo de genes son
la diana de efectores flingicos que actian
reduciendo las defensas de la planta.
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Conclusiones

Todos los cultivos son susceptibles a infec-
ciones producidas por hongos, bacterias o
virus. Estos patégenos afectan seriamente
tanto a la productividad como a la cali-
dad, lo que provoca pérdidas econémicas
sustanciales cada afio en todo el mundo.
Por esta razén, durante las tltimas décadas
se ha prestado un gran énfasis a la inves-
tigacién sobre las respuestas de la planta
huésped y los mecanismos subyacentes a
la resistencia. Sin embargo, las interaccio-
nes planta-patégeno son muy complejas,
ya que se producen multiples factores en
los patdgenos y eventos de sefializacién en

nuevas posibilidades para comprender la
complejidad molecular de los sistemas
planta-patégeno y asi obtener una mejor
comprensién de los mecanismos molecula-
res implicados en las respuestas de defensa
de las plantas basales y especificas contra
una infeccién en particular. El progreso
de la gendémica y la transcriptémica junto
con la reciente disponibilidad de datos de
secuencia de alto rendimiento generados
a partir de diversas especies ha mejorado
mucho la comprensién de estos sistemas,
pero la integracién de informacién a escala
“6mica” para abordar cuestiones genéticas
y fisiol6gicas complejas sigue siendo un de-

enfermedades de

safio. Por dltimo, una comprensién a nivel
las plantas

molecular de las respuestas al estrés biético
puede identificar nuevos objetivos prome-

las plantas, que finalmente definen la sus-

ceptibilidad o resistencia de la planta ex-
puesta al patégeno. Los avances recientes
en los enfoques transcriptémicos permiten
la captura a escala genémica de procesos

tedores para el desarrollo de cultivares con
mejor resistencia a las enfermedades.

biolégicos complejos a nivel molecular en
las enfermedades de las plantas. Esto abre
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Introduccién

Con este articulo he pretendido dar una vi-
sién general y actualizada de la proteémica
y su aplicacién al estudio de la interacciéon
planta-patégeno en sus mdltiples versio-
nes: virus, bacterias, hongos, oomicetos,
nematodos y plantas pardsitas. Est4 escrito
de forma muy personal, y mds académica
que cientifica, obviando detalles técnicos
que he discutido en detalle en un nimero
de revisiones publicadas de forma periédi-
ca desde el 2005 y a las que haré referencia
a lo largo del capitulo. Es el resultado de
una linea de trabajo que sobre proteémi-
ca vegetal empecé en el 2004, aplicandola
a diferentes proyectos de investigacion,
algunos de ellos centrados en diferentes
hongos fitopatégenos y patosistemas, tanto
en cultivos como especies forestales.

Desde mi doctorado (1986) he estado li-
gado a las protefnas como moléculas de
estudio, con acercamientos ocasionales
al DNA y RNA. Quizds sea de los pocos
bioquimicos que no ha “corrido” una PCR,
con lo cual dudo que pueda considerarme
como tal. Viv{ los coletazos del periodo es-
trella para las proteinas y asist{ al resurgi-
miento de la Biologfa Molecular, a la era
de la secuenciacién de genes y genomas y
del estudio de la regulacién de la expresion
génica. Dichos objetivos se convirtieron
en una prioridad y una moda casi obliga-
da, olviddndonos de las dltimas etapas del
Dogma Central. Hasta era posible trabajar

con enzimas sin hacer ensayos enziméti-
cos, lo cual es una total paradoja. En los
afios 90 y a principios del nuevo milenio,
las aproximaciones holisticas solo eran
posibles con los 4dcidos nucleicos. Bendita
simplicidad de moléculas y bendita PCR,
que hacfa posible obtener gran cantidad de
informacién con cantidades minimas de
muestra. La identificacién de genes cons-
tituy6 la panacea para los investigadores y
mejoradores, olvidando a veces lo alejados
que pueden estar del fenotipo los factores
epigenéticos, y que son los productos géni-
cos, las proteinas, los metabolitos resultan-
tes de reacciones catalizadas por enzimas
y sus interacciones, los que determinan
el mismo. Este predmbulo sesgado y ob-
viando la funcionalidad de determinados
transcritos (va mds all4 de ser meros por-
tadores o traductores de la informacién
genética) nos lleva a principios de los afios
90 del siglo pasado, cuando se desarrolla-
ron las técnicas de ionizacién suaves para
el analisis holistico de proteinas usando la
espectrometria de masas (MS), elevando
su investigacion al nivel del DNA y RNA.
Hoy en dia es posible la identificacién y
cuantificacién de cientos y miles de protei-
nas en un extracto vy, a partir de €él, inter-
pretar la biologfa en términos moleculares.
Es la oportunidad que esperaban quienes,
como yo, habfan estado purificando y ca-
racterizando protefnas, haciendo ensayos
enzimdticos y empleando varios afios en la
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investigacién con una sola enzima. Ense-
guida entendi la importancia de la espec-
trometria de masas para la investigacién
con proteinas, y en el afio 2003 me puse
manos a la obra y abracé lo que constituia
una nueva revolucién en la investigacién
molecular. Desde entonces, he revisado el
campo periddicamente, siendo autor de
unas 25 revisiones, lo que se ha convertido
ya casi en un vicio, al principio por propia
iniciativa y, dltimamente, por invitaciéon
y por no saber decir que no. Flaco favor
le puedo estar haciendo a la disciplina.
De las primeras que escribi, algunas es-
taban enfocadas al estudio de la interac-
cién planta-patégeno!™”. La dltima ha
sido recientemente publicada en la revista
Expert Review of Proteomics”!. Mientras las
primeras estaban m4s en la linea de lo ex-
presado por Bdrbara Marte, editora senior
de Nature, en su presentacion del “Nature
Insight in Proteomics” del 2003 (6928
Nature Issue)*, la dltima presenta una vi-
sién mds critica y realista, que tiene en
cuenta el potencial y limitaciones de la
técnica. Tras 25 afios de historia, podemos

“We are just beginning to appreciate the power
and limitations of the genomics revolution,
yet hard on its heels proteomics promises and
even more radical transformation of biological
research”. (Barbara Marte, Nature)

*Admito las criticas

de los puristas del
lenguaje y comparto
Sus puntos de vista,
pero me he permitido la
licencia de mantener en
inglés, y para un mejor
entendimiento, algunos
términos cientifico-
técnicos.

afirmar que la proteémica por si sola es
descriptiva, lo que tiene un gran valor, vy,
en gran medida, especulativa, ya que los
datos de proteémica hay que validarlos
funcionalmente e integrarlos con los ob-
tenidos por otras aproximaciones cldsicas
y holisticas, en la direccién de la Biologia
de Sistemas.

El presente articulo estd basado en el an-
teriormente citado (Jorrin-Novo, 2021)"),
utilizando un lenguaje més divulgativo y
centrado en los estudios de la interaccién
planta-patégeno. He obviado aspectos de
importancia como el de las definiciones e

historia, para entender cémo surgié la pro-

teémica, su evolucién y contribucién al
conocimiento biolégico, en general, y su
traslacién al campo de la agricultura, ali-
mentacién y medioambiente y salud.

La proteéomica como disciplina
cientifica o aproximacién metodo-
l6gica

La proteémica puede definirse como disci-
plina cientifica o aproximacién metodolé-
gica cuyo objeto de estudio es el proteoma,
entendido como el conjunto de todas y
cada una de las especies proteicas o proteo-
formas presentes en una unidad biolégica,
en un momento y ambiente determinados.
Aunque entendida como aquella ligada a
la espectrometria de masas, en un sentido
amplio, incluye también técnicas estructu-
rales (rayos X, NMR, microscopia), inmu-
noquimicas, secuenciaciéon de EDMAN,
doble hibrido y otras de genémica funcio-
nal. Es, en general, una técnica in vitro que
estd siendo integrada con otras de biologia
celular para llevar a cabo anilisis in vivo o
in situ (Mass Spectrometry Imaging)*.

El objetivo de la protedmica es caracteri-
zar, desde un punto de vista fisicoquimico
y biolégico, el mayor nimero de protei-
nas posibles en un dnico experimento.
El andlisis proteémico general incluye la
identificacién de protefnas y su secuencia
(protedmica descriptiva, incluyendo pro-
tedmica subcelular), su cuantificacién en
diferentes muestras (proteémica compa-
rativa), la identificacién de las modifica-
ciones postraduccionales, y la bisqueda de
interacciones con otras proteinas y biomo-
léculas (interactémica).

Desde un punto de vista biolégico, pre-
tendemos contestar a los interrogantes
de cémo, dénde, cudndo y para qué un
organismo produce las decenas de miles
de especies proteicas registradas en el ge-
noma, qué determina su funcién y cémo
interaccionan entre si, construyen el edi-
ficio celular, determinan el crecimiento y
desarrollo y la interaccién con el entorno.
Como herramienta de genémica funcio-
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La protedmica
puede definirse
como disciplina
cientifica o
aproximacion
metodoldgica
cuyo objeto

de estudio es

el proteoma,
entendido como
el conjunto de
todas y cada una
de las especies
proteicas o
proteoformas
presentes en una
unidad bioldgica,
en un momento
y ambiente
determinados

El objetivo de

la protedmica es
caracterizar desde
un punto de vista
fisicoquimico

y bioldgico el
mayor nimero de
proteinas posibles
en un Unico
experimento

nal, nos ayuda a entender los procesos bio-
l6gicos en el lenguaje de proteinas, cémo
los productos génicos, la transcripcion y
traduccién, determinan el fenotipo. Ade-
mds, al amparo de la protedmica ha surgi-
do la proteogendmica, dirigida a corregir
secuencias mal anotadas, identificar nue-
vos genes y productos génicos resultado
del alternative splicing, pauta de lectura y
modificaciones postraduccionales (PTM).

Las expectativas y posibilidades de la pro-
teémica van mucho mas alld de las reali-
dades, teniendo en cuenta que son las mo-
léculas mas complejas debido a su tamafio,
propiedades fisicoquimicas y abundancia.
Por ello, en el mejor de los casos y en un
experimento tnico, solo es posible visua-
lizar menos del 20 % del proteoma total.

Proteémica: técnicas y protocolos

La proteémica incluye una gran diversi-
dad de plataformas, técnicas y protocolos,
tanto himedos como in silico. Las basadas
en espectrometria de masas incluyen dos
grandes estrategias: top-down y bottom-up;
la primera analiza protefnas enteras (muy
ttil en estudios de PTM) y la segunda los
péptidos obtenidos tras la digestiéon con
tripsina (los amino4cidos se manejan m4s
facilmente que las proteinas). Cada una
de ellas incluye etapas de separacién ba-
sadas en gel (habitualmente técnicas bidi-
mensionales, isoelectroenfoque, IEF, como
primera dimensién; y electroforesis desna-
turalizante, SDS-PAGE, como segunda)
o cromatografia liquida, técnicas de mar-
caje isotépico o isobdrico (p. ej. ICAT,
iTRAQ, TMT) para la cuantificacién o
libres de marcaje (p. ej. shotgun), holistica
o dirigida a protefnas o grupos de proteinas
especificas basadas en péptidos proteoti-
picos (SRM, PRM, MRM). Los detalles y
caracteristicas de cada una de las técnicas
se presentan en dos recientes monografias
y una revisién!*,

Los experimentos de proteémica pueden
ser mds o menos complejos, dependiendo

del ndmero de etapas del flujo de trabajo
y la estrategia, y hay que optimizarla para
cada sistema experimental y objetivos. En
el caso m4s general, la secuencia en el ex-
perimento incluye: disefio experimental,
muestreo, extracciéon de protefnas, separa-
cién, eliminacién de las mayoritarias, di-
gestiéon —normalmente con tripsina—, ana-
lisis MS, identificacién y cuantificacién,
clasificacién estructural y funcional, todo
ello acompafiado de diferentes programas
bioinformaticos y estadisticos.

Es realmente sorprendente comprobar
cémo en el escenario proteémico han apa-
recido continuos avances y desarrollos en
protocolos, equipos y algoritmos, pasando
en unos 25 aflos por cuatro generaciones
metodoldgicas: la primera y clasica, basada
en gel acoplada a MALDI-TOF; la segunda,
en marcaje; la tercera, shotgun: y la cuarta,
dirigida. En proteémica vegetal, y hasta el
2015, la basada en gel fue la plataforma mas
utilizada, siendo esta desplazada en la ac-
tualidad por la estrategia shotgun. En cual-
quier caso, las diferentes estrategias, técni-
cas y protocolos tienen sus caracteristicas
y limitaciones, nos permiten observar una
fraccion diferente del proteoma, siendo, por
tanto, complementarias. El dltimo avance
en el campo de la proteémica es el deno-
minado data-independent acquisition (DIA)
mass-spectrometry-based proteomics. El anali-
sis de masas en tdndem mediante DIA, en
contraposicion al data dependent adquisition
(DDA) —en el que se seleccionan los pépti-
dos més abundantes para su fragmentacion—,
implica la adquisicién de los espectros MSn
de todos los iones precursores detectados en
una ventana restringida, desplazandose a lo
largo del rango total de masas.

Los avances en técnicas, tanto humedas
como secas, para la secuenciacién de geno-
mas, anotacién de genes, fraccionamiento
celular y purificacién de proteinas, y los
desarrollos de nuevos equipos de masas
(con el analizador hibrido Orbitrap revo-
lucionando el campo) y algoritmos asocia-
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En el escenario

protedmico
han aparecido
continuos
avances y
desarrollos en
protocolos,
equipos y
algoritmos,
pasando en
unos 25 anos
por cuatro
generaciones
metodolégicas

Los productos
del 90 % de
los genes en
humanos y

dos, han permitido una mayor cobertura
del proteoma y una mayor confianza en
la identificacién y cuantificacion de pro-
tefnas, de forma que hemos pasado, en un
experimento tipico, de una escala de cien-
tos a miles de proteoformas visualizadas.
Ademads, un ndmero cada vez mas creciente
de PTM e interacciones estan siendo ca-
racterizadas. A modo de ejemplo, los pro-
ductos del 90 % de los genes en humanos y
Arabidopsis han sido detectados a nivel de
protefnas. Sin embargo, hay que admitir
que, con la excepcién de Arabidopsis, el po-
tencial de la proteémica estd muy lejos de
ser totalmente explotado en la investiga-
cién con especies vegetales.

En esta seccién metodolégica cabe men-
cionar las técnicas de microdiseccién por
l4ser, que nos permite analizar in vitro o in
vivo el perfilado proteico especifico de te-
jidos o células. El andlisis proteémico de
6rganos puede conllevar artefactos de di-
lucién si la respuesta es localizada.

En resumen, disponemos de la tecnologia
y, con ella, de las piezas que nos permiti-
rd construir el puzle bioldgico; puzle en el
que habrd que integrar y encajar con los
datos obtenidos por otras aproximaciones
clasicas y las mas recientes -dmicas, en la
direccién de la biologia de sistemas.

La proteémica en la investigacion
de la interaccién planta-patégeno

Tras una busqueda realizada el 21-09-
2021 en PubMed con las palabras clave
“proteomics” y “plants” (title/abstract), el
nimero de referencias encontradas fue de
2949; si afiadimos el término “pathogens”,
este se redujo a 300, lo que indica que
los estudios de la interaccién planta-
patégeno es uno en los temas mas cen-
trales en investigaciones protedmicas.
Para una comparacién con otras meto-
dologfas, si sustituimos proteémica por
transcriptémica o metabolémica, el nime-
ro de citas fue de, respectivamente, 133
y 130. La integracién de las diferentes
-6micas en el estudio de la interaccién
planta-patégeno con el fin de cubrir las
diferentes etapas del dogma central de la
biologia molecular, queda reflejado en 13
resultados, siendo claramente esta inte-
gracién un reto claro en la investigacién
molecular. De las 300 referencias aludi-
das, 57 fueron revisiones. Algunas de
ellas han sido escritas por el propio au-
torl” y se han resefiado en secciones ante-
riores. Otras son de reciente publicacién
y se incluyen en las siguientes pdginas
con un minimo comentario:

Publicaciones recientes (2015-2021) en las que se revisa el uso de la

protedmica en estudios de la interacciéon planta-patoégeno

Liu, W. D. et al. (2021). “Emerging roles of posttranslational modifications in plant-
pathogenic fungi and bacteria”. Ann. Rev. Phytopathol. 59: 99-124.

Arabidopsis han
sido detectados a
nivel de proteinas

El estudio de las modificaciones postraduccionales y su significado biolégico constituye un reto
importante de la protedmica. Diferentes estudios muestran cémo algunas PTM, tales como

la fosforilacion, juegan un papel importante en el conocimiento de la interaccion y en los
mecanismos de resistencia.

De Meyer, M. et al. (2020). “Keeping in touch with type-lil secretion system effectors:
Mass spectrometry-based proteomics to study effector-host protein-protein
interactions”. Int. J. Mol. Sci. 21: 6891.

Es una revision de estudios de interaccion efector-proteina receptora, utilizando estrategias de
protedmica.
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Vincent, D. et al. (2020). “The multiple facets of plant-fungal interactions revealed
through plant and fungal secretomics”. Front. Plant Sci. 10: 1626.

El secretoma puede definirse como el conjunto de proteoformas del espacio extracelular. Su
secrecion puede llevarse a cabo a través de rutas convencionales y no convencionales (exosomas,
vesiculas extracelulares). Dichas proteinas juegan un papel importante en las interacciones
planta-microorganismo (hongo, micorrizas). Los autores revisan la literatura reciente en la que

se describen proteinas y metabolitos secretados, tanto por la planta hospedadora como por el
patégeno o simbionte, proponiendo mecanismos de secrecion y el papel en la interaccion planta-
microorganismo.

Li, T. et al. (2019). "Advances in genomic, transcriptomic, proteomic, and metabolomic
approaches to study biotic stress in fruit crops”. Crit. Rev. Biotechnol. 39: 680-692.

Los autores revisan la literatura reciente de las respuestas de frutales a estreses bidticos. Discuten
los datos obtenidos mediante una aproximacion multiple de genémica, transcriptémica,
protedmica y metaboléomica. Hacen especial énfasis en SNPs y factores de transcripcién. Discuten
datos de expresion diferencial de productos (mRNA y proteinas) de genes relevantes.

Borah, N. Albarouki, E. y Schirawski, J. (2018). “Comparative methods for molecular
determination of host-specificity factors in plant-pathogenic fungi”. Int. J. Mol. 5ci.19: 863.

Los autores discuten las bases moleculares de la especificidad planta-hongo y de nuevas
especiaciones sobre la base de los datos publicados en los que se usan diferentes aproximaciones
-O0micas. Presentas las ventajas y limitaciones de las diferentes tecnologias en la identificacion de
factores “huésped-especificos”.

Ashwin, N. M. R. et al. (2017). “Advances in proteomic technologies and their scope of
application in understanding plant-pathogen interactions”. J. Plant Biochem. Biotechnol.
26: 371-386.

Los autores revisan los recientes avances en el campo de la proteémica y su aplicacion al estudio
de diferentes patosistemas.

Imam, J. et al. (2017). "Microbial interactions in plants: perspectives and applications of
proteomics”. Curr. Protein Pept. Sci. 18: 956-965.

Revisién general sobre el campo.

Loginov, D. y Sebela, M. (2016). “Proteomics of survival structures of fungal pathogens”.
New Biotechnol. 33: 655-665.

Revision de articulos en los que se analiza el perfil proteico de estructuras de supervivencia de
hongos y su cambio en estadios tempranos del desarrollo. Se proponen proteinas candidatas
claves en la infeccién para posibles actuaciones biotecnolégicas

Li, H. y Zhang, Z. D. (2016). “Systems understanding of plant-pathogen interactions through
genome-wide protein-protein interaction networks”. Front. Agric. Sci. Engin. 3: 102-112.

Revisa las técnicas de interactdémica y cémo se pueden aplicar a estudios de interaccion planta-
patégeno y al conocimiento de la inmunidad innata.

Song, G. Y.y Walley, J. W. (2016). “Dynamic protein acetylation in plant-pathogen
interactions”. Front. Plant Sci. 7: 421.

El campo de las PTM es uno de los menos explorados en estudios de la interacciéon planta-
patoégeno. Los autores revisan el papel de la acetilacion de proteinas en esta interaccion. Algunos
ejemplos son la acetilacién de histonas y la acetilacion de proteinas del huésped, inducida por
efectores del patogeno.
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Especial énfasis
se ha prestado
al andlisis del
apoplasto, ya
que es el primer
compartimento
donde ocurre la
interaccion

de Sain, M. y Rep, M. (2015). “The role of pathogen-secreted proteins in fungal vascular
wilt diseases”. Int. J. Mol. Sci. 16: 23970-23993.

Revisién de proteinas secretadas por hongos vasculares y su papel en la patogenicidad e
inmunidad.

Feussner, |. y Polle, A. (2015). “What the transcriptome does not tell - proteomics and
metabolomics are closer to the plants’ patho-phenotype”. Curr. Op. Plant Biol. 26: 26-31.

Siguiendo el dogma central de la biologia molecular, los metabolitos y las proteinas estan mas
cerca del fenotipo que los mRNA, por lo que su analisis nos da informacién adicional sobre las
bases moleculares de la interaccion planta-patégeno.

Gupta, R. et al. (2015). “Understanding the plant-pathogen interactions in the context of

proteomics-generated apoplastic proteins inventory”. Front. Plant Sci. 6: 352.

Discusion sobre los métodos y técnicas empleadas en el analisis protedmico del apoplasto.

Fang, X. P. et al. (2015). “Proteomic dissection of plant responses to various pathogens”.

Proteomics 15: 1525-1543.

Revision general sobre el tema.

Hu, J. J., Rampitsch, C. y Bykova, N. V. (2015). “Advances in plant proteomics toward
improvement of crop productivity and stress resistance”. Front. Plant Sci. 6: 209.

La revision se centra en los estudios protedmicos en diferentes tejidos y 6rganos, y discute
los mecanismos de respuesta a estreses. Se hace especial énfasis en rutas de sefalizacion que

operan en los diferentes organulos.

Es imposible resumir un drea tan extensa
en un pequefio manuscrito, por lo que haré
referencia a algunos aspectos que consi-
dero de importancia. Una discusién més
detallada se recoge en las publicaciones
previamente referenciadas. Los trabajos
publicados incluyen andlisis del proteoma
de patégenos (bacterias y hongos funda-
mentalmente, estructuras infectivas, de
supervivencia, micelios, entre otros) cre-
cidos en medio liquido o sélido, o de sis-
temas de cocultivo o de inoculacién de
plantas o cultivos celulares o tratamiento
de 6rganos, o células con elicitores y otros
componentes del patégeno, inductores de
resistencia y priming. Todo ello nos da una
visién parcial del patosistema, y nos per-
mite identificar factores de agresividad,
virulencia y resistencia. El estudio del pro-
teoma puede llevarse a cabo con 6rganos,
tejidos o fracciones subcelulares concretas,
de aquellas mds directamente relaciona-

das con la interaccion, por ejemplo, pa-
red celular, apoplasto, membrana, floema,
xilema, tricomas. Especial énfasis se ha
prestado al andlisis del apoplasto, ya que
es el primer compartimento donde ocu-
rre la interaccion, el sitio donde podemos
encontrar proteinas de reconocimiento,
de virulencia y de defensa. En el caso de
estudios in planta, las proteinas identifica-
das pertenecen, en su mayoria, al hospeda-
dor. Es curioso cémo en algunos trabajos
no se hace referencia o se distingue lo que
es el efecto de la infeccién y la respuesta
al patégeno, que dependerd del genotipo
del hospedador (resistente, susceptible)
y tiempo de andlisis (temprano y tardio).
Algunos sistemas, como las raices, presen-
tan dificultad y son mas recalcitrantes que
otros érganos, como, por ejemplo, las ho-
jas, al andlisis proteémico.

La correcta aplicacion de la proteémica u
otra aproximacion metodoldgica depende
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Se deberian
considerar
proteinas
variables

a aquellas
consistentes
con diferencias
estadisticamente
significativas

y superiores al
coeficiente de
varianza de la
media global del
proteoma

El conocimiento
de la interaccién
planta-patégeno
no solo se reduce
a los estudios

de los cambios
en el perfil
proteico sino que
debe de abarcar
estudios de PTM
e interacciones,
y ensayos de
actividad

del conocimiento previo de la interac-
cién y el establecimiento de hipétesis a
contrastar.

El nimero de réplicas biol6gicas es un as-
pecto clave teniendo en cuenta el cardcter
dindmico del proteoma. Un ndmero ade-
cuado, con un minimo de tres, es necesa-
rio para un correcto analisis estadistico (el
analisis multivariante debe ser obligado) y
una correcta interpretacién biolégica. Asi,
por ejemplo, se deberfan considerar protei-
nas variables a aquellas consistentes (pre-
sentes en todas las réplicas biol6gicas) con
diferencias estadisticamente significativas
y superiores al coeficiente de varianza de la
media global del proteoma.

Siguiendo con el flujo de trabajo, los mé-
todos de extraccién, separacion, fracciona-
miento y eliminacién de proteinas mayori-
tarias debe de tener en cuenta el material
de partida y su composicién quimica, tanto
en lo que hace referencia a las proteinas
(abundancia y diversidad) como a otras
biomoléculas que se consideran interfieren
en el andlisis. Es por lo que decimos que es-
tas etapas previas en el andlisis proteémico
son “sistema biolégico especifico”. Una vez
preparada la solucién de proteinas, el ana-
lisis por espectrometria de masas es inde-
pendiente del sistema. Las tltimas etapas,
la identificacién y cuantificacién de protei-
nas son, de nuevo, “sistema especificas”. La
identificacién depende de la base de datos
empleada y el uso de aquellas especie-es-
pecificas (patégeno y planta hospedadora)
aumentan el ndmero de proteinas identi-
ficadas y la confianza en la identificacién.
A este respecto, no es lo mismo hablar de
“productos génicos” (lo que interesa a los
mejoradores) que de “ortélogos”.

Hemos mencionado que la proteémica
es descriptiva vy, hasta cierto punto, espe-
culativa, ya que es imposible entender la
pelicula biolégica sobre la base de unos
pocos fotogramas. El conocimiento de la
interaccién planta-patégeno no solo se
reduce a los estudios de los cambios en el

perfil proteico (asociados a factores de vi-
rulencia y agresividad en el patégeno, y a
proteinas de resistencia en el hospedador),
sino que debe de abarcar estudios de PTM
e interacciones, y ensayos de actividad, en
un intento, sobre todo, de establecer even-
tos tempranos de la interaccion, reconoci-
miento y rutas de sefializacion.

Hay temas de especial relevancia y cuyo
estudio se ha abordado mediante una
aproximacién protedémica. Entre ellos se
incluyen:

e Identificacién de efectores, proteinas de
resistencia y su interaccién en el reco-
nocimiento del patégeno.

e El papel de las proteinas quinasas y
fosfatasas en el reconocimiento del
patégeno y rutas de sefializacién de la
activacion de defensa.

e Elpapel de las especies reactivas de oxi-
geno y nitrégeno en la interaccion y la
activacion de reacciones de defensa.

Quiero acabar este pequefio manuscrito
con una reflexién personal y poder des-
cansar del agobio de las tareas a entregar
el mes pasado. Disponemos de la tecnolo-
gia que nos permite detectar un elevado
nimero de protefnas de los seres vivos. El
paso siguiente es trasladarlas al contexto
biolégico, para lo que, en primer lugar,
es necesaria una correcta identificacién y
cuantificacién. Més all4 del sube y baja en
abundancia, que es la base para la impli-
cacién en un proceso bioldgico, es necesa-
ria su validacién. Esto no necesariamente
implica el andlisis del transcriptoma, ya
que, por motivos analiticos o bioldgicos,
la correlacion mRNA y proteinas suele ser
baja. La validacién debe de ser funcional,
estudiando actividades, como, por ejem-
plo, los ensayos de actividad enzimitica.
Los cursos temporales y la diferencia entre
cambios permanentes y transitorios, asf
como el nimero de réplicas biolégicas, es
un aspecto muy importante. Mds alld de
la validacién real, que solo es posible para
Arabidopsis y algunos modelos m4s para los
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La proteémica
vegetal tiene
ante si retos
importantes,
como es el
analisis in
vivo de las
modificaciones

postraduccionales

y de las
interacciones
moleculares, y
la integracién
con otras
aproximaciones
y observaciones
macroscopicas,
microscopicas,
fisiol6gicas,
bioquimicas y
-omicas

que hay disponibles colecciones de mu-
tantes, técnicas de genética reversa y cuyo
genoma puede ser editado y manipulado,
las conclusiones de la implicacién de una
proteina en la interaccién planta-patége-
no hay que hacerlas con cautela. La pro-
tedmica vegetal tiene ante si retos impor-
tantes, como es el andlisis in vivo de las
modificaciones postraduccionales y de las
interacciones moleculares, y la integraciéon
con otras aproximaciones y observaciones

CrCnLCivi

macroscépicas, microscépicas, fisiolégicas,
bioquimicas y -dmicas. Solo asi lograremos
un mayor acercamiento al conocimiento
de los sistemas biolégicos. Cada vez mas,
la investigacion protedmica se va despla-
zando desde una aproximacién holistica
a una dirigida o apoyada por hipdtesis en
la basqueda de la proteostasis de proteinas
especificas de relevancia en la interaccién
planta-patégeno.

01 Jorrin, J. V. et al. (2006). “Proteomics: a promising approach to study biotic stresses in legumes. A review”.

Euphytica 147 37-47.

2I'Maldonado, A. M. y Jorrin-Novo, J.V. (2008). “Proteémica vegetal: aplicacion al estudio de la interaccion planta-
patégeno y planta-parasita”. En: Herramientas Biotecnologicas en Fitopatologia (Pallas et al., eds.). Sociedad

Espanola de Fitopatologia/Mundi Prensa, pp: 93-107.

BI Jorrin-Novo, J. V. (2021). “Proteomics and plant biology: contributions to date and a look towards the next

decade”. Expert Rev. Proteomics 18: 93-103.

“ Jorrin-Novo, J. V. (2014). “Plant proteomics methods and protocols”. Methods Mol. Biol. 1072: 3-14.

GBI Jorrin-Novo, J. V. (2020). “What is new in (plant) proteomics methods and protocols: The 2015-2019
Quinquennium”. Methods Mol. Biol. 2139: 3-14.

1 Jorrin-Novo J. V. et al. (2019). “Gel electrophoresis-based plant proteomics: Past, present, and future. Happy
10th anniversary. Journal of Proteomics!” J. Proteomics 198: 1-10.

"I Martinez-Gonzalez, A. P. et al. (2018
interactions”. Plant Pathology 67: 1647-1668

. "What proteomic analysis of the apoplast tell us about plant-pathogen

-
A
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Las plantas son unos seres vivos fascinan-
tes y, a la vez, ampliamente desconocidos.
Estamos tan acostumbrados a ver plantas
como una parte mds del paisaje que nos
suelen pasar desapercibidas. Lo que quizds
no sepamos al verlas es que las plantas son,
con diferencia, la forma de vida dominan-
te en nuestro planeta, constituyendo un 80
% de la biomasa total de la Tierra. Detras
del extraordinario éxito del reino vegetal
en la Biosfera, se encuentra la fotosinte-
sis, esa asombrosa capacidad que tienen las
plantas de sintetizar sus propias biomolé-
culas a partir de poco méas que aire, agua y

la luz del Sol.

Se denomina fotosintesis al complejo pro-
ceso mediante el cual las plantas “fijan” el
diéxido de carbono atmosférico en forma
de diferentes azdcares. Estos fotoasimilados
iniciales son empleados por las células ve-
getales para obtener energia metabdlica
y para producir todos los compuestos que
la planta precisa para su supervivencia y
desarrollo. Esta envidiable capacidad para
generar todo lo que necesitan las convier-
te, a su vez, en los productores primarios
de biomasa, sustentando al resto de formas
de vida en la Tierra (nosotros incluidos) y
produciendo, ademds, oxigeno.

Las plantas elaboran todas las biomolé-
culas que necesitan para su soporte vital,
incluyendo azdcares, lipidos, proteinas,
material genético, almidén o celulosa, por
mencionar solo unas pocas. Se denomina
metabolismo primario al conjunto de pro-
cesos implicados en la biosintesis de todos

esos compuestos necesarios para las fun-
ciones vitales basicas de la planta.

Pero las prodigiosas capacidades biosinté-
ticas de las plantas van mucho mds all4.
Ademis de producir eficientemente todos
los componentes que necesitan, las plantas
sintetizan una increible variedad de com-
puestos que no pertenecen a las biomolé-
culas primarias y que con frecuencia po-
seen estructuras quimicas tremendamente
complejas. Se habla de metabolismo secun-
dario para referirse a los procesos metabo-
licos responsables de la sintesis de dichas
sustancias. Hay descritos varias decenas de
miles de estos compuestos que, aparente-
mente, no tienen un papel reconocido en
el mantenimiento de las funciones basales
de las plantas. Y la lista no para de crecer.

Cuesta trabajo entender cudl es el signifi-
cado biolégico de este aluvién de compues-
tos secundarios. No tiene sentido semejante
derroche tan solo para obtener metaboli-
tos prescindibles o, dicho de otro modo,
secundarios. La funcién de esta enorme
coleccion de compuestos es fundamental-
mente ecoldgica, entendida como la capa-
cidad de las plantas de relacionarse con su
entorno y adaptarse a él.

Desde esta perspectiva, podemos enten-
der el sentido de la enorme variedad de
compuestos fendlicos, terpenos o compuestos
nitrogenados que constituyen el metabolis-
mo secundario si consideramos su funcién
repelente, atrayente, insecticida, antimi-
crobiana, antioxidante, protectora frente
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a luz ultravioleta, frente a sequia, salini-
dad, frio, calor y otros tipos de ataques
bidticos o abidticos. Por tanto, no parecen
ser compuestos tan “secundarios” y van a
tener funciones importantes, asegurando
la supervivencia de la planta frente a un
entorno que no siempre es amigable.

Desde siempre, los humanos hemos esta-
do utilizando las plantas como auténticas
biofactorias que nos han dado practica-
mente de todo. Ademds de alimento, las
plantas nos proporcionan fibras textiles,
materiales de construccién y combusti-
bles, pero también una inacabable varie-
dad de farmacos y un sinfin de pigmentos,
aromas, ceras, resinas, gomas, aceites esen-
ciales, especias y muchos otros compuestos
extremadamente utiles. Por tanto, los hu-
manos siempre hemos sentido un interés
muy especial por desvelar los secretos de
los metabolitos secundarios para aprender a
obtenerlos, analizarlos y hasta producirlos.
Es mds, la necesidad de comprender la ex-
traordinaria complejidad de sus estructuras
quimicas ha promovido el desarrollo de las
técnicas mas avanzadas de purificacién y
analisis.

La disciplina conocida como Metabolémica
es la dltima y mas emergente de las deno-
minadas ciencias -dmicas y tiene como ob-
jeto el estudio del conjunto de metabolitos
presentes en un sistema biolégico en un
momento dado. Esta potente plataforma
analitica permite obtener un perfil meta-
bélico de una muestra biolégica comple-
ja, a través de la combinacién de técnicas
analiticas y del analisis estadistico multi-
variable de los datos generados. La ausen-
cia o presencia de ciertos metabolitos, asf
como su concentracién relativa, puede ser
un indicador de estados fisiopatolégicos o
de los factores de predisposicién a determi-
nadas patologias. La complejidad metabo-
lica, su elevado dinamismo y las enormes
diferencias en su concentracién hacen que
su andlisis exhaustivo sea un gran reto.
Este nuevo reto no se habria conseguido
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sin los dltimos avances tecnolégicos, tan-
to en la Resonancia Magnética Nuclear
como en la Espectrometria de Masas. Y,
a su vez, dichos avances no hubieran sido
suficientes sin una evolucién en paralelo
de las herramientas informdticas y esta-
disticas necesarias. La modificacion de los
genes clave implicados en las rutas meta-
bélicas de interés y la creacién de plantas
con el fenotipo deseado, puede ser la so-
lucién a muchos problemas, no solo de la
agricultura actual sino también de aquellas
industrias que utilicen las plantas como
biofactorfas.

Nuestro grupo de investigacién de “Sefia-
lizacién y respuesta al estrés biético” del
Instituto de Biologia Molecular y Celular
de Plantas (UPV-CSIC) estd centrado en
el estudio de la interaccién que se estable-
ce entre las plantas y los patégenos que las
atacan. Cuando esto sucede, las plantas
identifican al agente agresor y elaboran
una estrategia de defensa que implica la
activacién del metabolismo secundario, lo
que da como resultado la acumulacién de
una gran variedad de metabolitos defensi-
vos. Nosotros efectuamos estudios meta-
bolémicos dirigidos y no dirigidos, con el
fin de analizar a gran escala el perfil meta-
bélico diferencial de las plantas infectadas
en comparacién con plantas sanas. Hemos
observado que las plantas responden técti-
camente a cada uno de los patégenos (bac-
terias, virus, viroides y hongos) sintetizan-
do aquellos compuestos necesarios para
sefializar y contener a cada uno de ellos en
particular. Asf, por ejemplo, hemos visto
implicados compuestos como el dcido sali-
cilico, los fenilpropanoides y los flavonoi-
des en una infeccion bacteriana o viral en
plantas de tomate, mientras que, tras una
infeccion sistémica viroidal, es el dcido
gentisico el protagonista de la interaccién
compatible. Con estos compuestos, reali-
zamos estudios acerca de su posible papel
defensivo o adaptativo, tanto probando su
posible efecto directo como agentes antimi-
crobianos o antioxidantes, como su papel
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indirecto como posibles agentes sefializado-
res que posibiliten que las plantas sean més
resistentes a posteriores ataques.

Asi pues, el metabolismo secundario juega
un papel prominente en la adaptacién de
las plantas a las distintas situaciones de es-
trés. Estos compuestos participan tanto en
la sefializacién como en la ejecucién de la
respuesta defensiva de las plantas. Vamos
a mostrar a continuacién un panorama
general de los principales metabolitos im-
plicados en la sefializacién de la respuesta
frente a patdgenos, asi como en la propia
defensa.

Acido salicilico

Todos conocemos en cierta medida al 4ci-
do salicilico (SA), pues es el precursor qui-
mico de la aspirina, que empleamos como
antiinflamatorio. Sin embargo, para las
plantas el SA es la hormona clave que ac-
tiva y modula su sistema defensivo frente
a atacantes de tipo biotrofo, como son la
mayoria de las bacterias e insectos chupa-
dores. Cuando una planta estd siendo ata-
cada por este tipo de patégenos, aumentan
los niveles de SA, lo que desencadena una
serie de cascadas de sefializacion que cul-
minan con la muerte celular alrededor del
punto de entrada del patégeno, frenando
asf la expansién del mismo Esta respuesta,
que se conoce como reaccién hipersensi-
ble, suele ir acompafiada de la activacion
posterior de todo el sistema defensivo de
la planta, lo que le conferird una especie
de “memoria defensiva” de cara a posibles
infecciones futuras.

En la ruta de sefializacién mediada por SA,
el factor NPR1 juega un papel fundamen-
tal actuando como un regulador positivo
de la respuesta defensiva, que lleva consigo
la acumulacién final de las proteinas rela-
cionadas con la patogénesis (proteinas PR).

El SA suele conjugarse con diferentes
acompafantes, como puede ser un azicar
o un aminodcido, inactivando su funcién,

transformandolo en un compuesto volatil
como es el metil-salicilato, o simplemente
almacenando esta hormona para ser libe-
rada cuando sea necesario!.

Acido jasménico

El 4cido jasménico (JA), uno de los com-
puestos volatiles presentes en el aroma del
jazmin, es un derivado de lipidos de mem-
brana que cumple un papel muy importan-
te en la respuesta defensiva. Ante estimu-
los como heridas, ataques de herbivoros
y patégenos necrotrofos (que ocasionan
muerte celular), se produce un aumento
de los niveles de JA en la planta, dando
lugar a la activacién de las defensas. Hay
tres rutas metabdlicas para la biosintesis
del JA que parten de dos precursores di-
ferentes: dcido o-linolénico y 4dcido hexa-
decatrienoico. Estas tres rutas de sintesis
comienzan en los cloroplastos, contindan
en los peroxisomas vy, finalmente, liberan
el JA al citosol, donde se metabolizard en
diversas moléculas con distintas activida-
des biol6gicas mediante conjugacién, hi-
droxilacién, carboxilacién o metilacién.
Entre ellas, la forma m4s activa se produce
mediante la conjugacién con el amino4-
cido L-isoleucina, dando lugar a (+)-7-

iso-jasmonoil-L-Ile (JA-Ile).

En ausencia de JA-Ile, la ruta de respues-
ta defensiva estd reprimida mediante la
accion de las proteinas denominadas JAZ
(Jasmonate Zim Domain). Al aumentar los
niveles de JA-lIle, este se transfiere al ni-
cleo e induce la degradacién de las protei-
nas JAZ, desreprimiendo asi la expresién
de los genes de defensa regulados por el
JA. La respuesta final lleva consigo la acu-
mulacién de inhibidores de proteasas, que
tienen como diana los enzimas digestivos
de los insectos!?.

Etileno

El etileno (ET) es una hormona gaseosa
muy importante en la respuesta frente a es-
trés bidtico. Al carecer de transportadores
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celulares debido a su bajo peso molecular,
su biosintesis es uno de los pasos clave en
su regulacién. Este compuesto se sintetiza a
partir del aminodcido L-metionina, pasan-
do por varias reacciones enzimdticas para
dar lugar al etileno. Las reacciones clave
de este proceso estdn catalizadas por los
enzimas denominados ACS (4cido 1-ami-
nociclopropano-1-carboxilico sintasa) y
ACO (4cido 1-aminociclopropano-1-car-
boxilico oxidasa). En ausencia de etileno,
la proteina denominada EIN2 se encuen-
tra inactivada, lo que impide la respuesta
aguas abajo de la misma. Al percibir etile-
no, la EIN2 mantiene su funcién y puede
activar la sefializacién a través de factores
de transcripciéon como EIN3 y EIL1, que
acttan mediante la regulacién de otras ru-
tas hormonales"..

El etileno es una hormona multifuncional
que desempefia un papel importante en
muchos procesos fisiolégicos de las plan-
tas. El mds destacado de ellos es su papel
en la maduracién de los llamados frutos
climatéricos (con capacidad de madurar tras
ser separados de la planta). De hecho, la
industria agroalimentaria lo emplea para
regular la maduracién de manzanas, agua-
cates, kiwis, kakis, platanos, tomates y
otros muchos frutos.

Intercomunicacion (crosstalk)

ET/JA/SA

La respuesta defensiva que se genera en
las plantas por el ataque de un insecto o
patégeno es el resultado de una compleja
red de interacciones entre diferentes sefia-
les hormonales. Esta interaccién entre las
diferentes rutas de sefializacién es lo que
conocemos como crosstalk. El SA y el JA
juegan un rol antagonista en la respuesta
inmune, en el que el SA es efectivo contra
biotrofos y el JA actda contra necrotrofos
y en respuesta a herida. Este antagonismo
entre SA y JA es mediado por la accién
del etileno.

Metabolismo secundario y respuesta defensiva

En el caso del JA, su sefializaciéon puede
seguir dos vias mutuamente excluyentes:
la via de sefializacién por factores de trans-
cripcién ERE que actia conjuntamente
con el ET y confiere resistencia contra pa-
tégenos necrotrofos; y la via mediada por
factores de transcripciéon MYC, que actda
conjuntamente con la hormona dcido abs-
cisico (ABA), que otorga resistencia con-
tra insectos masticadores.

Por otro lado, el SA actia negativamen-
te sobre la via de sefializacién por JA a
través de la regulacién de los factores de
transcripcion ERE La intensidad de este
antagonismo también estd modulada por
el ET, ya que altos niveles de esta hormona
inhiben la supresién producida por el SA
sobre la sefializacién por JA, permitiendo
priorizar la via de ET/JA contra necrotro-
fos, ya que suelen suponer un peligro mas
inmediato para la planta [véase figura 1].

Algunos patégenos han ideado maneras
de aprovechar ese crosstalk antagénico
en su beneficio. Por ejemplo, la bacteria
Pseudomonas syringae sintetiza un anilogo
estructural del JA-Ile que activa la respues-
ta defensiva por JA, inhibiendo asf la ruta
del SA y permitiendo, por tanto, la infec-

cién al tratarse de un patégeno biotrofol’l.

Compuestos organicos volatiles

(VOC)

Ademads de las cldsicas moléculas sefial que
se acumulan y viajan desde los tejidos lo-
cales que sufren el ataque patogénico hasta
los tejidos distales de la misma planta, los
compuestos organicos volatiles (VOC),
que son emitidos por las plantas tras sufrir
un estrés bidtico, participan en la sefializa-
cién defensiva que puede tener lugar entre
plantas vecinas.

Los GLV (Green Leaf Volatiles) son un
grupo de compuestos volitiles que se sin-
tetizan en los tejidos verdes de la planta
y son los causantes del aroma “fresco” ca-
racteristico de muchas especies vegetales.
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Rutas de sefializacion defensiva en plantas. SA: &cido salicilico; ET. etileno; JA: acido jasmonico; ABA: cido
abscisico (Figura adaptada de Broekgaarden et al., 2015 ©I).

Pero, ademads de servir a las plantas como
“perfume”, esta familia de compuestos tie-
ne un papel clave en el sistema defensivo
de las plantas. En condiciones normales,
las plantas emiten una minima cantidad
de estos compuestos, pero cuando estas
estdn siendo atacadas por algiin enemigo
(virus, bacterias, hongos) aumenta la sin-
tesis y emision de GLV, que actdan tanto
de manera directa sobre sus atacantes —ya
que muchos de ellos tienen funciones bac-
tericidas y fungicidas— o de manera indi-
recta, a través de la induccién de genes y
mecanismos defensivos de la planta. Tal y
como se ha mencionado, esta familia de
compuestos voldtiles actuaria como “men-

sajeros del peligro”, ya que los GLV libera-
dos por una planta que estd siendo atacada
pueden ser percibidos por las plantas ve-
cinas, activando estas su sistema defensi-
vo para estar preparadas ante un posible
ataquel*.

En nuestro laboratorio trabajamos con
una gran variedad de GLV, capaces de au-
mentar la resistencia frente a la infeccién
bacteriana con Pseudomonas syringae, en-
tre los que cabe destacar el butanoato de
(Z)-3-hexenilo, mds cominmente cono-
cido como HB, que presenta la capacidad
de producir el cierre de los estomas, pro-
tegiendo a las plantas frente a patégenos
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cuya via de entrada sean dichas aperturas,
asi como confiriendo tolerancia a sequia.

Por su parte, los terpenos comprenden un
amplisimo grupo de compuestos hidrocar-
bonados, muchos de ellos de naturaleza
vol4til. Estdn implicados en el metabolis-
mo primario de la planta como parte de la
estructura de hormonas, antioxidantes y
transportadores de electrones, pero tam-
bién juegan un papel muy importante en
el metabolismo secundario, con activi-
dades especificas y también fundamenta-
les para la supervivencia de la planta. Su
sintesis se basa en la unién de unidades de
isopreno (hidrocarburo con 5 carbonos, o
C5) que da lugar a los llamados hemiterpe-
nos (una unidad de isopreno, C5), mono-
terpenos (dos unidades de isopreno, C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30), tetraterpenos (C40),
etc. Los terpenos se obtienen a partir de
dos rutas de biosintesis: la ruta del dcido
mevalénico, fundamentalmente citoséli-
ca, y la del metil-eritritol fosfato, mayori-
tariamente cloroplastica®..

Entre los VOC emitidos en respuesta a es-
trés bidtico, destaca la produccién de ter-
penoides, que incluyen tanto los terpenos
como los derivados de estos. Asi, muchos
monoterpenos muestran actividad fungici-
da, bactericida o insecticida. Tal es el caso
del mentol o el geraniol, que se emplean
en vifiedos contra Botrytis cinerea.

En tomate se ha realizado un analisis
metabolémico no dirigido de los VOC
liberados como respuesta  defensiva
frente a una infeccién con la bacteria
Pseudomonas syringae. Se comprobd que,
cuando la planta exhibia resistencia, au-
mentaban diferencialmente los niveles
de monoterpenos hidroxilados como el
alfa-terpineol, el 4-terpineol y el linalool!®
y que estos podrian actuar como meta-
bolitos defensivos porque su aplicacién
exdgena induce la expresion de genes im-

plicados en respuestas frente a patégenos.

Metabolismo secundario y respuesta defensiva

Otras moléculas seial

Las plantas de Arabidopsis thaliana son am-
pliamente utilizadas como sistema modelo
de estudio debido a su corto ciclo de culti-
vo, pequefio tamafio y excelente genética.
Por todo ello, son también ideales para el
estudio de la interaccién planta-patégeno.

patégenos,
Arabidopsis responde produciendo princi-

Frente a un ataque por

palmente dos compuestos: el SA, ya co-
mentado anteriormente; y el dcido pipe-
célico (Pip). Este compuesto se sintetiza a
partir del amino4cido L-lisina en los cloro-
plastos. En el citosol, el Pip se convierte en
su derivado N-hidroxi-Pip (NHP), el cual
se presume que es el compuesto bioactivo,
el que va a desencadenar la respuesta en
la planta. El mismo Pip producido en un
primer momento, induce en la planta la
produccién de mas Pip. A su vez, el Pip
promueve la produccién de especies re-
activas de oxigeno, las cuales rompen las
membranas de las células de la planta, acu-
muldndose 4cido azelaico (AzA), un 4acido
dicarboxilico que se mueve por tallo y ho-
jas y que actia como un inductor natural
de defensas en tejidos distales!”.

El SA vy el Pip comparten algunos facto-
res de transcripcion, de modo que la pro-
duccién inicial de uno de los compuestos
incrementa no solo su biosintesis, sino
también la del otro. Es decir, las rutas
de SA y Pip estdn interconectadas en
Arabidopsis. También se ha descrito en esta
planta la produccién de VOC en respuesta
a una infeccién patogénica. En concreto,
las plantas de Arabidopsis emiten los mo-
noterpenos alfa-pineno y beta-pineno, asf
como canfeno, que podrian ser percibidos
por plantas vecinas activando en ellas la
respuesta defensival’.

Como hemos visto, tras la peyorativa de-
nominacién de metabolismo secundario se
esconde, en realidad, una impresionante
coleccion de biomoléculas que contribu-
yen de manera decisiva a la adaptacién
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de las plantas a un ambiente hostil y cam-
biante. Las plantas han tenido que desa-
rrollar un metabolismo de una extraordi-
naria plasticidad para poder sobrevivir sin
moverse del sitio. Las plantas pueden dis-
cernir el tipo de agente agresor y, mediante
una compleja y coordinada red de rutas de
sefializacion interconectadas, pueden mo-
dular su respuesta adaptativa de manera
precisa. Podemos aprender mucho de estas
estrategias defensivas que las plantas han

NN IS

ido desarrollando a lo largo de millones
de afios de evolucion para implementar
tratamientos a la carta, que nos permitan
proteger nuestros cultivos de manera efi-
ciente y selectiva, con un minimo impacto
medioambiental. El potencial de los com-
puestos naturales de plantas es formidable
y estamos apenas arafiando la superficie.
Sabemos que nos esperan atin muchas sor-
presas en este campo y estamos deseando
encontrarlas.
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FUNDACION DE LA SOCIEDAD
ESPANOLA DE FITOPATOLOGIA

(Parece que fue ayer, pero ya han pasado 40 afios)

Javier Romero Cano

(jubilado) Departamento de Proteccién Vegetal
Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias

Madrid

Unos pocos fitopatélogos
espafioles propusieron el agru-
parse en una nueva sociedad
cientifica que podrfa llamarse
Sociedad Espafiola de Fitopa-
tologia (SEF). En este breve
articulo trataré de contarles
cémo se hizo realidad esta
propuesta y cémo hemos lle-
gado a ser la SEF que ahora todos conocemos.
Como persona que ha participado en la forma-
cién de la SEF y ha vivido su desarrollo en estos
cuarenta afios, trataré de mostrarles, no solo los
bellos recuerdos vividos, sino también el fuerte
trabajo que hubo que hacer para solucionar las
dificultades que aparecian, teniendo en cuen-
ta que éramos jovenes fitopatdlogos y que he-
mos crecido en nuestra formacién en Patologia
Vegetal junto a esta nueva sociedad cientifica
que tanto nos ha aportado para que nuestro tra-
bajo sea también relevante y valido para la agri-
cultura espafiola.

La prehistoria de la SEF comenzé en 1976,
al afio siguiente del fallecimiento de Francisco
Franco, afio en que comenzaba la transicién es-
pafiola. En este afio, los partidos politicos des-
plegaban todas sus fuerzas en convencer a sus
electores de que ellos eran los elegidos a dirigir
este pafs en lo que denominaron la nueva demo-
cracia. Todo el mundo sofiaba con las elecciones

La prehistoria de

la SEF comenzé

en 1976, ano en
que comenzaba la
transicion espanola

generales programadas para el
afio siguiente y con la nueva
constitucién que se aprobarfa
en 1978. En 1977 se produce
el traslado de la Presidencia
de Gobierno al Palacio de la
Moncloa y la ocupacién de los
edificios del Instituto Nacional
de Investigaciones Agrarias
(INIA) anexos a este palacio, con el traslado
de los Servicios Centrales del INIA al centro de
Madrid, y los laboratorios y las oficinas de inves-
tigacién al Centro de Investigacién Forestal en
el Km 7,5 de la carretera de La Corufia. En estos
afios, el profesor Eloy Mateo-Sagasta y la Dra.
Ramona (Monchi) Beltrda Martinez de Velasco
propusieron a la Sociedad Espafiola de Micro-
biologfa (SEM), crear el Grupo Especializado en
Fitopatoplogia Microbiana de la SEM, con la fi-
nalidad de organizar reuniones anuales para que
los socios de la SEM que trabajaban en Patolo-
gia Vegetal pudieran conocerse e intercambia-
ran sus conocimientos y experiencias, y llegaran
a contactos personales o colaboraciones que tan
utiles son en nuestros trabajos.

Las primeras reuniones tenifan poca partici-
pacién, pero con los afios esta participacién fue
creciendo no solo en asistentes sino también
en los diversos temas de la Patologia Vegetal.
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En estos afios, el Instituto Nacional
de Investigaciones Agrarias (INIA)
firmé un convenio con el Banco
Mundial para reorganizar los diver-
sos centros que tenfa distribuidos
por toda la geografia espafiola, dan-
do lugar al nacimiento de los Cen-
tros Regionales de Investigacién
Agraria (CRIDA) y a la formacién
de especialistas mediante becas del

Se eligioé una
Junta Gestora,
que se encargaria
de redactar

los estatutos y
convocar la VI
Reunioén del Grupo
especializado de

la SEM, donde se
crearia, si fuera
conveniente, la SEF

Banco Mundial; especialistas que se
formaron en centros extranjeros, y a
su regreso fueron contratados por el
INIA, muchos de los cuales lo fue-
ron en Patologia Vegetal y se incor-
poraron a las reuniones del Grupo
Especializado de la SEM. El Consejo
Superior de Investigaciones Cien-
tificas (CSIC) y las universidades
también contribufan a la formacién
de especialistas en Patologia Vege-
tal, tan necesitados por la vocacién
agricola espafiola que crecia en la
exportacion de vinos y productos
hortofruticolas ademds del tradi-
cional aceite de oliva. Fue en la V
Reunién en Zaragoza (1980) donde
algunos miembros del grupo, con-
vencidos del éxito alcanzado y del

crecimiento del nimero de asocia-
dos, consideraron que las actividades
desarrolladas en el campo de la Pa-
tologia Vegetal y la importancia de
las enfermedades de las plantas eran
merecedoras de ser abordadas en
una nueva sociedad cientifica. Para

iniciar este reto se eligié una Junta
Gestora, formada por Rafael Jiménez
Diaz, de presidente; Antonio Bello
Pérez, de vicepresidente: Cristina
Noval Alonso, de tesorera; y Javier
Romero Cano, de secretario. Dicha
junta se encargaria de redactar los
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Figura 1. Nombres y lugares de trabajo de los 30 socios fundadores de la SEF, el 24 de septiembre

de 1981 (Figura elaborada por el autor).
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estatutos y convocar la VI Reunién
del Grupo especializado de la SEM
(1981) en Madrid, donde se aproba-
rian los estatutos y se crearfa, si fuera
conveniente, la Sociedad Espafiola

de Fitopatologia (SEF).

Los cambios en Espafia segufan
su curso: en 1979 se aprueban las
Comunidades Auténomas del Pais
Vasco, Catalufia y Galicia; en 1981,
las de Andalucia, Asturias y Can-
tabria; y en los afios siguientes, las
demds comunidades autonémicas
que forman el Estado espafiol tal y

como lo conocemos en la actuali-

dad.

La VI Reunion del Grupo Espe-
cializado de Fitopatologia de la SEM
se realizé del 23 al 24 de septiembre
de 1981, en el Instituto de Edafolo-
gia del CSIC en Madrid, con el mis-
mo éxito de las convocatorias ante-
riores. Y en la Asamblea General se
revisaron los estatutos preparados
por la Junta Gestora y, con su apro-
bacién, se formé la Sociedad Espa-
fiola de Fitopatologia (SEF), a la que
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Catedra de pPatologia Vegetal,

la Vera s/n

Se realizo la

inscripcion de la

SEF en el Registro

Civil de Madrid el 12

de mayo de 1982,

y se convocaron

las elecciones de

la primera Junta

Directiva. La tarea

mas ardua fue,

sin embargo, la

preparacion del |

Congreso Nacional de

Fitopatologia que se

celebraria del 9 al 11

de noviembre de 1982
se inscribieron ese dfa 30 socios que
fueron nombrados socios fundadores
y se incorporaron en el listado de so-
cios por orden alfabético [Figura 1],

correspondiendo el ntmero 1 a
Agustin Alfaro Garcfa [Figura 2] y

So0cio: 1

AGUSTIN

s iero ;\g roNnomo

5 . Valencia

ETS| Agronomos
valencia -22

Ext. 161

Figura 2. Ficha del socio fundador nimero 1, el Dr. Agustin Alfaro Garcia (Imagen, Javier Romero).

el 30 a Juan José Tuset Barrachina.
Se acordé igualmente nombrar So-
cio Fundador de Honor al Dr. Mi-
guel Benlloch Martinez, y socios nu-
merarios fundadores a todos aquellos
que se inscribieran en la SEF antes
del I Congreso Nacional de Fitopa-
tologfa, que se celebraria en 1982.
Entre otros acuerdos, se prorrogé el
mandato de la Junta Gestora hasta
la eleccién de la primera Junta Di-
rectiva de la SEF, lo que se realizaria
durante el [ Congreso Nacional cuya
sede serfa Granada y lo organizarian
los socios Antonio Gémez Barcina y
Fernando Martinez Mill4n [Figura 3].
La Junta Gestora realizarfa los trami-
tes legales de inscripcién de la nueva
Sociedad en las oficinas pertinentes
y se disolveria el Grupo Especializa-
do de Fitopatologia Microbiana de
la SEM, debido a las gestiones que
el presidente del Grupo, el profesor
Eloy Mateo-Sagasta, habia realizado
con la Junta Directiva de la SEM,
a quienes habfa comentado que
nuestro Grupo habia alcanzado su
mayoria de edad y se convertia en
una nueva sociedad cientifica con-
servando las buenas relaciones que
siempre hemos tenido con nuestra
Sociedad madre.

En este segundo afio de la
Junta Gestora, lo primero que
se hizo fue conseguir el permiso
para que la sede social de la SEF
estuviera ubicada en el Depar-
tamento de Protecciéon Vegetal
del Instituto Nacional de Investi-
gaciones Agrarias, situado en la ca-
rretera de La Corufia Km 7,5, 28040
Madrid. Continuando con la ins-
cripcién de los nuevos socios, nos
sorprendié que antes del congreso
de Granada se alcanzara la cifra de

125 nuevos socios numerarios fun-
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Figura 3. El profesor Eloy Mateo-Sagasta Azpeitia, presidente del Grupo Especializado de
Fitopatologia Microbiana de la SEM, Fernando Martinez Millan y Antonio Gémez Barcina,
organizadores del | Congreso Nacional de Fitopatologia; y Rafael Jiménez Diaz, Antonio Bello
Pérez, Cristina Noval Alonso y Javier Romero Cano, integrantes de la Junta Gestora de la SEF
(Imagen, Javier Romero).

dadores de la SEF a los cuales se les
entregé un diploma en el Congreso
de Granada [Figura 4]. Se realizé la
inscripcion de la SEF en el Registro
Civil de Madrid el 12 de mayo de
1982, y se convocaron las elecciones
de la primera Junta Directiva, que se
realizarfan durante el Congreso de
Granada y cuyos resultados se anun-
ciarfan en la Primera Asamblea Ge-
neral de la SEE Pero la tarea m4s ar-
dua fue, sin embargo, la preparacién
del I Congreso Nacional de Fitopa-
tologia que se celebrarfa del 9 al 11
de noviembre de 1982. El primer
reto fue el econdémico ya que los fon-
dos de la SEF solo eran en este pri-
mer afio las cuotas que aportaban los
socios para su inscripcion. El local
escogido fue la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Granada, ama-
blemente cedido por la Universidad.
En aquellos afios, los congresos cien-
tificos no eran muy numerosos vy el
contar con la independencia econdé-
mica de las comunidades auténomas
nos ayudé a conseguir los fondos

que necesitdbamos para realizar este
evento. La asistencia a este Congre-
so fue de mas de 100 personas que
presentaron 69 comunicaciones: de
estas, el 35 % tenfan como agentes
patégenos, hongos; 32 %, virus; 18 %,
bacterias; 10 %, nematodos; y 3 %,
otros patégenos. Finalizé el Con-
greso con una visita a las Alpujarras
Granadinas donde pudimos apreciar
la agricultura de esta
zona vy disfrutar de
la excelente comi-
da alpujarrefia en

i
5%

Capileira.

Para la eleccién
de la Junta Directiva
se presentaron dos

candidaturas  pre-

sididas por Miguel
Rubio
Rafael Jiménez Diaz,
siendo un sufragio

Huertos vy

muy ajustado donde
gané la candidatura

de Rafael Jiménez Romero).

Bello
Cristina

—presidente—,  Antonio
—vicepresidente—,

Noval Alonso —tesorera—, Javier

Pérez

Romero Cano  —secretario— vy
Barcina, José

M# Melero Vara, Ignacio Palazén

Antonio  Gdémez
Espafiol, Adolfo Ruipérez Cuéllar
y Juan José Tuset Barrachina como
vocales. En la Asamblea General se
acordé que, de acuerdo con los esta-
tutos, el siguiente afio se celebraria
el II Congreso Nacional de Fitopa-
tologifa en Vitoria-Gasteiz, organiza-
do por los socios Francisco Pérez de
San Romin y Antonio Garcfa Orad.

Durante el verano de 1983, la
APS (American Phytopathological
Society) celebré el 75 aniversario
de su fundacién, en su Congreso
anual en la lowa State University,
en Ames, EE. UU. El presidente y el
secretario de la SEF asistieron a este
evento con sus propios medios, obse-
quiando a la APS con una placa por
la celebracion de su aniversario de
diamante. Esta placa figura, en la ac-
tualidad, en un lugar preferencial en
las oficinas de la APS en Minnesota.

IR S D R

SOCIEDAD ESPANOLA DE FITOPATOLOGIA

A

7). Miguel Benlloch Martinez

Sacio Nmerario Fundador
e Honor

Granada, 11 de Noviembre de 1982

El Seveetacie,

Bl Prosideste,

a

A A B2 &

Figura 4. Diploma que recibieron los 125 socios fundadores de
la SEF en el | Congreso Nacional de Fitopatologia (/magen, Javier
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En 1983, la SEF realiza su pri-
mera publicacién con la ayuda
del INIA: Jornadas sobre Patologia
Vegetall. Este mismo afio fallece
nuestro Socio Numerario Fundador
de Honor, Miguel Benlloch Marti-
nez, pérdida muy sentida por todos
los que lo conocimos.

El IT Congreso Nacional de Fito-
patologia se celebré del 24 al 28 de
octubre en Vitoria-Gasteiz, donde
se presentaron 57 trabajos: de estos,
el 57 % tenfan como agentes patd-
genos a los hongos; 18 %, nemato-
dos; 14 %, virus; 9

el 5 %, otros patégenos. La excur-

%, bacterias; y

sién técnica fue a La Rioja Alavesa,
donde tuvimos la oportunidad de
visitar vifiedos y gozar de sus pro-
ductos en las bodegas alavesas. Los
resimenes de las comunicaciones
fueron recogidos en un libro editado
por el Gobierno vasco. En la Asam-
blea General se present6 el primer
directorio de 154 socios vy, entre

500 -
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200 1

150 1
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N b ,

En 1983, la SEF
realiza su primera
publicaciéon con
la ayuda del INIA:
Jornadas sobre
Patologia Vegetal

otros acuerdos, se tomd la decisién
de realizar el proximo congreso en
la isla de Tenerife, organizado por
los socios Luisa Gallo Llobet y Julio
Herndndez Hernandez. El realizar
el Congreso en las Islas Canarias
fue un gran reto que afrontamos: la
lejania y el tener que hacer el viaje
por avién, podria ser impedimento
para la asistencia de algunos socios.
Sin embargo, fue todo lo contrario:
el nimero de socios aumenté hasta
168 y los participantes inscritos y las
comunicaciones presentadas supera-
ron en ndmero a los dos congresos
anteriores.

ISEF SEFNISEF IV VIl VSEF M1 VIL Vil IX XSEF X1 XIl X XV XV XVI XVl XVl XIX
SEF MPU SEF SEF SEF SEF SEF SEF SEF SEF SEF SEF SEF SEF SEF
Congresos

Figura 5. Trabajos presentados en los Congresos Nacionales de Fitopatologia organizados por la
SEF desde 1982 a 2018 (Figura elaborada por el autor).

El III Congreso Nacional de Fito-
patologia tuvo lugar del 29 de octu-
bre al 2 de noviembre de 1984 en el
Puerto de La Cruz —Tenerife— con
mas de 200 inscritos que presenta-
ron 96 trabajos: 42 % de hongos,
26 % de virus, 22 % de nematodos,
7 % de bacterias y 4 % de otros pa-
tégenos. La visita técnica se realizd
visitando los cultivos tropicales y
subtropicales del Valle de La Orota-
va para continuar hacia las Cafiadas
del Teide y visitar uno de los mejores
parques nacionales de Espafia. En la
Asamblea General de Tenerife se ce-
lebraron elecciones para remplazar,
tal y como indican los estatutos, a la
mitad de la Junta Directiva, siendo
elegido en esta oportunidad presi-
dente Agustin Alfaro Garcia; tesore-
ro, Gerardo Carazo Monge; y voca-
les, Mariano Cambra Alvarez y Juan
Pedro Marin Sdnchez. Y se propuso,
para celebrar el siguiente congreso,
a la ciudad de Pamplona —-Navarra—,
organizado por la socia M? Luisa
Borruel Olano.

En 1984 se realizaron las transfe-
rencias de los CRIDA del INIA a las
comunidades auténomas, quedando
solo un reducido grupo de investi-
gadores que segufan perteneciendo
al INIA en Madrid, que mantuvo
la coordinacién del Programa RTA
(Recursos y Tecnologias Agrarias) al
cual solo podian acceder los investi-
gadores de los CRIDA transferidos.

El IV Congreso Nacional de
Fitopatologia tuvo lugar del 21 al
24 de octubre de 1985 en Pamplo-
na, con la asistencia de mas de 150
congresistas que presentaron 68
trabajos: 42 % de hongos, 26 % de
virus, 16 % de bacterias y 16 % de
nematodos. La visita técnica fue a
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los cultivos horticolas de la Ribera
del Ebro y a la Escuela de Enolo-

gia de Olite. En la Asamblea Ge-
neral se conocié la propuesta de la

Mediterranean  Phytopathological
Union (MPU) para que la SEF orga-
nizara en Espafia el préximo Congre-
so de la MPU. La SEF recogié el reto
y escogié Granada como sede del VII
Congreso Internacional de la MPU,
coincidiendo con el V Congreso
de la SEF que se realizarfa en 1987.
Para cumplir con nuestros estatutos,
que establecfan que habia que rea-
lizar una reunién anual que coinci-
diera en lo posible con la Asamblea
General, se acordé realizar la I Jor-
nada Cientifica de la SEF en 1986.
Esta reunién tuvo lugar del 17 al 18
de octubre de 1986 en el Centro de
Investigaciones Agrarias de
Mabegondo —La Corufia—. En este
afio, Espafia ingres6 como miembro
de la Unién Europea.

El VII congreso de la MPU vy el
V Congreso de la SEF se celebra-
ron del 20 al 26 de septiembre de
1987 en Granada, organizado por
Antonio Gémez Barcina; y la SEF
alcanzé alli su mayorfa de edad al
organizar un congreso internacional
en el idioma inglés. En la Asamblea
General de la SEF se discuti6 la po-
sibilidad de realizar nuestros congre-
sos nacionales cada dos afios debido
al éxito alcanzado en este congreso
donde las comunicaciones fueron

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

El VII congreso
delaMPUyelV
Congreso de la SEF

se celebraron del 20
al 26 de septiembre
de 1987 en Granada y
la SEF alcanzé alli su
mayoria de edad

mas y de mejor calidad, y en los afios
que no hay Congreso Nacional se
podrian organizar jornadas técnicas.
Dos afios después se aprobé la mo-
dificacion de los estatutos vy, desde
entonces, los Congresos Nacionales
de Fitopatologia son cada dos afios.

La historia continué y cada dos
afios hemos tenido un Congreso
Nacional de Fitopatologia y en cada
congreso hemos cambiado a la mi-
tad de la Junta Directiva, lo que ha
convertido a la SEF en una sociedad
dindmica muy bien estructurada que
en 2021 tiene 450 socios y muchas
actividades [Figura 5].

Sin embargo, la verdadera histo-
ria de la SEF —tal y como dijo Jests
de Nazaret: “Por sus obras los cono-
ceréis”— estd en lo que ha organizado
en estas cuatro décadas:

- 20 Congresos Nacionales (dos de
ellos Internacionales)
- 4 reuniones cientificas

- 2 Jornadas de aniversario.

- La publicacién de 11 libros

- La publicacién de 97 Boletines
trimestrales.

- La publicacién de 5 nimeros de
la revista Fitopatologia

- La creacién de galerias fotografi-
cas de enfermedades

- La creacién de Premios SEF para
los mejores trabajos de los con-
gresos de SEF y ALE

- La creacién del premio fotografi-
co SEF “Miguel Cambra”

- La formacién de dos grupos de
trabajo: GEDDI y FITORES

- Convenios con sociedades cienti-
ficas nacionales e internacionales

- Intervencion en la creacion de la
Asociacién Espafiola de Sanidad
Vegetal AESaVe

- En preparacién, un Glosario de
términos Fitopatoldgicos, con la
finalidad de unificar estos en el
idioma de Cervantes.

Todo esto ha sido posible, gracias
a sus socios que, en todo momento,
han apoyado y ejecutado las iniciati-
vas que venian de las Juntas Directi-
vas y asi hemos podido conseguir y
estar orgullosos de esta Sociedad que
fundamos hace 40 afios y que aho-
ra es una de las mejores sociedades
cientificas de Espafa.

' Jornadas sobre Patologia Vegetal. Resumenes de las comunicaciones presentadas a la IV, V' y VI Reunion Anual
del Grupo Especializado de Fitopatologia Microbiana de la SEM (Cérdoba. 1979; Zaragoza, 1980; Madrid, 1981).
Coleccion Monografias INIA n° 48 (1983). 148 pp. Madrid.
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...al Dr. VICENTE MEDINA PILES

El Dr. Vicente Medina ha sido profesor de Patologia Vegetal y Virologia Vegetal en la Escola
Tecnica Superior d’Enginyeria Agraria (ETSEA) de la Universidad de Lleida (UdL) desde 1986
hasta 2019, primero como catedratico de Escuela Universitaria y desde 2002 como catedratico
de Universidad. Fue uno de los socios fundadores de la SEF ya en su etapa inicial como becario
del Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA). En esta
entrevista nos revelara aspectos de su trayectoria profesional, su devenir a lo largo de la
misma, su personal percepcién del éxito, de la Ciencia y de la vida en general, y su inmersion y

experiencias en el mundo de la Fitopatologia.

... por Carmen Hernandez

Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP, CSIC-UPV)
Valencia

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

Soy doctor en Ciencias Bioldgicas por la
Universidad de Valencia y fui catedritico de
Universidad en el Departamento de Produccién
Vegetal y Ciencias Forestales de la Universidad
de Lleida (UdL) hasta 2019, afio en el que decid{
jubilarme con 65 afios. Queria tener tiempo para
dedicarme a mi “otro yo” como titulado en Bellas
Artes, asi como a mis aficiones cinematograficas
y a viajar.

Mi labor investigadora plasmada
como investigador principal de 36 proyectos

queda

de I[+D+i, investigador colaborador en una
treintena mas y en diversas publicaciones. Y
se ha desarrollado principalmente en Biologia
Celular y Citologia de Plantas, concretamente
en lineas de investigacién especificas tales como:
mecanismos de transmisién de virus de plantas,
proteémica del estrés vegetal, epidemiologia de
virus de plantas y fitoplasmas, relaciones planta-
virus-vector y, en los dltimos afios, ya como

investigador adscrito al Centro de Investigacién
Agroalimentaria, Agrotecnio, en biotecnologia
vegetal aplicada.

Fui el primer lider del grupo de investigacién
INPLAMICVEC
microorganismo-vector”) reconocido por la
Generalitat de Catalufia y coordinador de la Red
Iberoamericana de Intercambio Universitario

AGROFORALIA.

(“Interacciones  planta-

Todo ello me ha permitido realizar diferentes
estancias en centros internacionales de
investigacién de EE. UU. (Universidad de
California en Davis, UCDavis, y la Universidad
Estatal de Oregén, OSU, en Corvallis),
Iberoamérica (Universidades de Chile vy
Argentina), Europa (Inglaterra e Italia), Africa
y Asia. Con algunos, atin mantengo el contacto.

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

La consecucién de dos de las especializaciones


mailto:cahernan@ibmcp.upv.es
https://www.researchgate.net/profile/Vicente-Medina-3?ev=prf_highl
mailto:cahernan@ibmcp.upv.es

de la carrera de Biologia en la Universidad de Valencia,
Biologfa Fundamental y Biologfa Animal, me llevé
a realizar la tesina en la Escuela Técnica Superior
de Ingenieros Agrénomos de Valencia (ETSIAV),
concretamente en el entonces Departamento de
Proteccion de Cultivos. Alli me inicié en el estudio de
insectos vectores de virus de plantas y fitoplasmas.

Durante la realizacion de la tesis doctoral en la
ETSIAV y en el Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (IVIA), sobre el “enrojat” del arroz, encaminé
mis estudios hacia las enfermedades causadas por virus,
principalmente en cereales. Este primer paso me llevé a
ampliar después el estudio de los virus de plantas en otros
cultivos, como horticolasy frutales, y a interesarme por sus
interacciones, tanto con las plantas que infectan, como
con los vectores que los transmiten. Y, dada mi constante
especializacién técnica en microscopia electrénica, el
nivel de estudio pasé lentamente de lo macroscépico a lo
microscépico y finalmente al nivel molecular.

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

En el colegio, tras un riguroso estudio psicotécnico,

me aconsejaron que estudiara

Arquitectura. Para sorpresa de
los que buscaban los perfiles
profesionales mds  apropiados,

les respondi que iba a estudiar
Biologia, Bellas Artes y, cumplidos
los 40, Arte Cinematografico. Asf,
pues, ya entonces tenfa bien claro
qué estudiar y el camino profesional
que iba a llevar a cabo.

No obstante, finalizadas las
carreras de Bioldgicas y Bellas
Artes a los 21 afios, ademas de la
Protecciéon Vegetal, me llamaba
mucho la atencién la Oceanografia.
Seguramente por las formas de
los insectos y, especialmente, de
los habitantes de los arrecifes de
coral. El caso es que opté, supongo,
por lo mds practico, ya que, en
estudiar

aquel momento, para
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Oceanograffa tenfa que desplazarme a Canarias y no
era un plan posible. Dejé las formas y colores para el
Arte, como hobby, y los fondos marinos para los viajes
turisticos que he tenido la suerte de poder realizar con
posterioridad.

Nunca pensé dedicarme a ladocencia, pese a que habia
tradicién familiar, pero el destino fue conduciéndome
a ella y acabé como profesor en la UdL, eso si, con la
mirada puesta siempre en la investigaciéon. De hecho,
como muchos socios saben, intenté ser s6lo investigador
a tiempo completo en el IVIA, donde fui becario durante
10 afios.

Quisiera sefialar que, para no defraudar a los
psicélogos del colegio, también cursé un afio de
Arquitectura sin problemas, pero la estabilizacién
laboral en la Universidad de Lleida aborté felizmente
esta posibilidad. Y también que las peliculas siguen ahf,
esperando. De hecho, he escrito dos guiones que estdn
en estudio y ya veremos si ven la luz algin dia.

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

Vicente Medina observando una célula vegetal en un microscopio de transmision del Servicio de
Microscopia Electrénica de la Universidad de Lleida.



La curiosidad llevé a

especializarme en  microscopia
electrénica, fascindindome la idea
de ver “por primera vez” cosas que
la mayorfa ni siquiera verd nunca.
La técnica de inmunomarcaje
con oro coloidal como técnica
aprendida en el John Innes Centre
(JIC) de Norwich, en Inglaterra, en
1987, me ha llevado a reconocer
y ubicar muchas protefnas, tanto
propias de las células vegetales,
como determinadas por el genoma
viral vy, asi, confirmar o postular
su funcién, o a discutir dogmas cientificos anteriores
sobre caracteristicas de algunos virus de plantas, como
el tropismo floemdtico de algunos de ellos. Otros logros
técnicos, aparentemente irrelevantes, me han permitido
interpretar mejor los resultados y proponer nuevos
objetivos. La mayoria de las hipotesis propuestas en mis
proyectos se han confirmado, y otras estdn en vias de
serlo.

He tenido muchos momentos de satisfacciéon, desde el
momento de ver qué se detectaba hasta el de relacionar
los resultados de un trabajo conjunto, y, también, el de
poder acompafiar en su carrera profesional e investigadora
a mucho talento joven.

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

Muchisimo. Me ha permitido conocer personas
interesantes, diversos campos de estudio, virus de
diferentes familias, nuevas técnicas de transformacion
y edicion de plantas, diferentes microscopios y
microscopias, diferentes niveles de interpretacién, con
objetivos tanto tedricos como practicos. Y, al mismo
tiempo, conocer diferentes formas de trabajar, culturas
y paises. En definitiva, estar al dia y tener una mente
abierta, respetar y tolerar casi todo. Realmente ha sido

un “viaje” muy gratificante.

(Ha habido alguna figura del mundo de la
investigaciéon que te haya impresionado o marcado
especialmente?
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Ha habido muchas figuras, no
s6lo una, que me han marcado
intentaré

o impresionado, pero

resumir.

En primer lugar, el Dr. Agustin
Alfaro Garcfa uno de mis directores
de tesis, no sélo me inicié en el
conocimiento de la Patologia
Vegetal, sino que me abrié la
mente al mundo cientifico, asi
como algunos de sus continuadores,

como la Dra. Concepcién Jordd y el

Dr. Julio César Tello.

De mi primera estancia en el extranjero, en el John
Innes Centre, he de destacar al Dr. Peter G. Markhan,
entomodlogo especializado en vectores de virus, al
Dr. George P. Lomonossoff, virélogo y biotecnélogo, y
a la Dra. Ana Espinoza, agronoma de Costa Rica, con
la que coincidi cuando realizaba ella su tesis doctoral en
el JIC y de la que soy hasta padrino de una de sus hijas,
actualmente directora de una empresa biotecnolégica
en Francia.

A partir de esta tdltima relacién, y como un cierto
hilo conductor, he aprendido mucho de los Dres. Bryce
W. Falk, de la UCDavis, y Valerian V. Dolja, de la OSU.
Muchas han sido las publicaciones con ellos y m4s los
ratos pasados juntos comentando trabajos e ideas no sélo
cientificas.

Por dltimo, ya en la dltima etapa investigadora, el Dr.
Paul Christou, lider del grupo de Biotecnologia Aplicada
en Plantas del Instituto Agrotecnio. Gracias a él y a su
investigacion bésica, he actualizado mi conocimiento en
gendmica, proteémica y metabolismo vegetal.

Ademis de las indicadas, cabria afiadir al doctor ruso-
estadounidense Eugene V. Koonin, biélogo molecular,
evolutivo y bioinformdtico del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), al que escuché en
una conferencia magistral en Corvallis, sobre origen y
evolucién de bacterias y virus.

Hay también muchos otros jovenes investigadores en
activo que me impresionan en la actualidad y con los
que he colaborado. La lista es demasiado larga como para
nombrar a uno en concreto. Muchos son amigos y gracias
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a ellos he podido realizarme también
como persona e investigador.

{Qué relacién has tenido con la
SEF y c6mo la valoras?

Como socio fundador de la SEF,
mi trabajo siempre ha estado ligado
a la SEF y a sus socios. La relacién
ha sido siempre muy cordial. Esta

cordial

fue mas intensa cuando se celebrd
en Lleida el XVII Congreso de la
SEF (2014), de cuya organizacién y realizacion fui el
presidente. A pesar de las dificultades del momento,
pudimos traer a figuras destacadas de los diferentes
campos de la Patologia Vegetal y el balance fue muy
positivo a todos los niveles. Los vectores del momento nos
fueron propicios, pero hubo hasta un pequefio superavit
econdémico pese a la dificultad en la consecucién de
soporte local.

Como grupo, o individualmente, no he tenido nunca
problemas a la hora de publicar algo en su boletin de la
SEE Especialmente, cuando los Dres. Milagros Lépez y
Vicente Pallas fueron presidentes; mi relacién con ellos
fue y sigue siendo, excelente.

XVII Congreso de la
Sociedad Espanola de Fitopatologia

2014

Palau de Congressos de Lleida
La Llotja

Organizan

Como socio fundador
de la SEF, mi trabajo
siempre ha estado
ligado a la SEF y a
sus socios. La relacion
ha sido siempre muy
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({Como ves el futuro de la
Fitopatologia? ;Cudles seran
los aspectos clave que deberian
ser abordados en el futuro,
en general, y en tu drea, en
particular?

La Fitopatologia deberfa

responder  equilibradamente  al
por qué y para qué investigar las
enfermedades de las plantas, y abrirse
atin m4s a equipos multidisciplinares.
Es una corriente inevitable y que ya muchos grupos de
la SEF, afortunadamente, estan haciendo, por no decir la

mayoria. No era asf cuando empecé.

Con el denominado “cambio climdtico”, es posible
que cambie el objeto concreto de estudio de la Patologia
Vegetal, pero no los conceptos fundamentales. Cierto
es que las nuevas técnicas de edicién del genoma van a
revolucionar el control de las enfermedades de las plantas.
También lo va a hacer la globalizacién y el intercambio
de informacién. Desde que habia que esperar minimo
tres meses a que te llegara un articulo a las manos, en
Ciencia ha llovido mucho. Y lo que llovera.

El fitopatdlogo, creo, deberia

aspirar a tener una formacién
holistica y, si no es posible debido

a la creciente especializacién, a

participar en proyectos frontera
entre ciencias.
En  “mi drea”, que, para

empezar, ni es mia ni he querido
que esté definida, es obvio que la
microscopia electrénica cldsica ha
sido substituida en gran parte por la
confocal, y laaproximacién sintética
basada en un mayor conocimiento
va a prevalecer a la analitica, sin
menospreciar la mejora en las
tecnologias de estudio.

Se va a, o deberia profundizar
PA méas y mas, en el conocimiento del
“Sistema Inmunitario de las Plantas”
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y en Biologia Sintética.

Cartel anunciador del XVII Congreso de la SEF celebrado en Lleida en 2014.
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({Cudles crees que son los
factores que determinan el éxito
de una carrera investigadora?
({Qué consejos darias a los que
empiezan o aspiran a empezar

ahora?

Es dificil de contestar a esta
pregunta, pues para mi es dificil el
definir, entre otros conceptos, que es
el ExiTo.

En mi caso, hacer correctamente

olvidados

un  trabajo, comprobable vy
que suponga un avance en el
conocimiento, ya es un éxito. Y lo serfa, incluso sin

necesidad de firmarlo.

Pero parece que el “éxito” es definido hoy en dia de
otra forma. Sea nimero de publicaciones, impacto de las
revistas donde se publican, premios y reconocimientos,
categoria profesional, etc. Es la dindmica actual. Una
mejora en la valoracién, pero, desde mi punto de vista,
una obsesién para muchos que puede ser, en algtin caso,
ridicula.

No soy de dar consejos. Y menos de los que pueden
conducir a destinos equivocados. Pero, si he de contestar
algo, lo resumiria en: PACIENCIA. Tarde o temprano, el
sistema necesita de personas formadas que realicen bien
su trabajo, sea cual sea, y a tiempo; que lo disfruten y
que no se desanimen si los resultados no llegan. La
investigacién tiene mucho de repeticion vy, si no gusta,
es aburrida.

Puede que en ese llamado “éxito” también influya la
suerte, la estabilidad emocional. Yo las he tenido, aunque
no siempre, o las he buscado, eso si. O las influencias,
que no creo haya sido mi caso.

Puestos a aconsejar algo mds, dirfa VIAJAR, conocer
otros laboratorios, otros paises. A m{, como he comentado
antes, me ha ido muy bien.

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

Me jubilé y a los pocos meses comenzé la pandemia,
asi que no he podido realizar una de las actividades que
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Estoy por montar un
estudio de pintura

y escultura en
Valencia, cerca del
mar, donde poder
desarrollar proyectos cerca del mar,
artisticos aparcados
hace tiempo pero no

mads me gusta, la de viajar. Tres viajes
previstos, a Sicilia, Perd y China, se
truncaron. Confio en que pronto la
cosa cambie y los pueda realizar. Si
no esos, Otros.

Estoy por montar un estudio de
pintura y escultura en Valencia,

donde

artisticos

poder
desarrollar  proyectos
aparcados hace tiempo pero no
olvidados, y cursar on line alguna
materia en la que quiero progresar,
como, por ejemplo, el disefio 3D, y

preparar quizés alguna exposicién.

Si puedo, seguiré organizando la exposicién anual
de Ciencia y Arte que realiza el Departamento de
Produccién Vegetal de la UdL, y que ya va por su
duodécima edicién. Una idea que surgid tras la direccion,
junto con el catedratico de Historia del Arte de la UdL,
Ximo Company, del Minor en “Arte y Ciencia: fusién
creativa”, vigente durante un par de afios, siguiendo las
nuevas corrientes docentes de muchas universidades
europeas y americanas.

La Fitopatologfa siempre estard ahf, pero ya no me
absorbe tanto como antes. Aunque todavia reviso
publicaciones para revistas nacionales e internacionales,
y alguna que otra pendiente se va publicando, pero no
creo que vaya a escribir un libro relacionado con la
Patologia Vegetal. Prefiero seguir escribiendo novelas (ya
he escrito cuatro) y hacer los guiones correspondientes
para, quién sabe, futuras peliculas.

(Qué aspectos aforas mas de tu actividad
profesional anterior?

La transmisién de conocimiento. Un aspecto muy
gratificante cuando la transmisién es bien recibida.

El aspecto o lado humano, y no tanto los logros
cientificos, de los investigadores que he conocido,
que siempre me ha interesado y me sigue interesando
en los que conservo como amigos. Y son ya muchos
afios. Ciencia y amistad. He tenido suerte. Ahora, tras
la jubilacién, aunque parecerfa mds ficil, cuesta mas
contactar. A ver si en la postpandemia recupero ese
contacto.
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Mirando en retrospectiva, ;qué te ha aportado a
nivel personal tu actividad profesional?

La gran cantidad de patosistemas abordados y
las diferentes aproximaciones en sus estudios me
ha proporcionado una vision de conjunto que creo
importante para entender esa Biologia que me gustaba ya
en el colegio. Al igual que el Arte me ha permitido ver
y distinguir niveles de grises, comunes en microscopia
electronica, y gamas de color, relieves con una
concepcién espacial algo diferente y muy util al observar

las células. De alguna forma esa fusién Arte-Ciencia, y
Ciencia-Arte, tanto monta, ha sido constante en mis
trabajos.

Creo haber realizado bien esos “trabajos”, tanto
docentes como investigadores, y que estos han sido
reconocidos. Mi actividad profesional me ha dado
estabilidad econémica y emocional, asi como amigos
entrafiables. .. y para toda la vida.

iSalud!
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M? CARMEN VIVES GARCIA

Bajo asedio: control de virus en meristemos y
progenie de plantas

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias

Moncada, Valencia

Under siege: virus control in plant meristems and progeny

Bradamante, G., Scheid, O. M. e Incarbone, M.

The Plant Cell 33: 2523-2537.
Publicado el 20 de mayo de 2021

La mayoria de virus patégenos no son
capaces de invadir los meristemos apicales
de las plantas que infectan y, ademads, la
transmision vertical a la progenie del huésped
suele ser ineficaz. Estas barreras naturales
son muy utiles para combatir las infecciones
virales en agricultura ya que, por un lado, se
puede regenerar material vegetal libre de virus
mediante cultivo de tejidos, y por otro, se
reduce el peligro de transmisién por semilla.
En este trabajo, los autores describen los
mecanismos moleculares que podrian estar
implicados en estos fenémenos analizando los
ensayos realizados en una amplia variedad de
combinaciones virus-huésped. Los factores
clave que podrian estar relacionados con la
exclusién/invasién viral de los meristemos y
de la progenie son: por parte de las plantas,
la disponibilidad de conexiones intercelulares,
las vias de defensa mediadas por RNAI y las
vias de defensa independientes de RNAj; vy,
por parte de los virus, los supresores del RNA.
Curiosamente, en ciertas combinaciones
virus-huésped en las que el virus puede
invadir el meristemo, se ha observado que
las plantas se pueden recuperar tras una
infeccién aguda. En las plantas recuperadas,

los nuevos tejidos presentan una menor
carga viral permaneciendo asintomdticos y
proporcionando proteccién cruzada frente a las
reinfecciones por el mismo virus. En el proceso
de recuperacion, al igual que en el proceso de
invasién de los meristemos, también se han
identificado factores relacionados con las vias
de defensa mediadas por RNAI y supresores
del RNAi. Por otro lado, las infecciones
asintomdticas persistentes también se han
relacionado con virus que presentan altas tasas
de transmisién vertical. Estas observaciones
sugieren unaestrecharelacién entre lainvasién
de meristemos, la transmisiéon vertical, Ila
capacidad de recuperacién de las plantas tras
una infeccién aguda y la persistencia viral.
Ademds, la gran diversidad de mecanismos
de ataque y defensa existente entre huéspedes
y patégenos y la alta tasa de mutacién de los
virus, sugieren una coevolucién rdpida de los
elementos integrantes de dichos mecanismos
que determinan los diferentes grados de
infectividad y susceptibilidad observados. El
estudio de estos mecanismos es esencial para
poder desarrollar estrategias de protecciéon
de los cultivos frente a enfermedades
devastadoras.
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>> COMENTARIOS DE ARTICULOS CIENTIFICOS

Divergencia alopatrica en poblaciones de bacterias
patogenas tras la emergencia de la enfermedad

BEATRIZ SABATER-MUNOZ

Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP, CSIC-UPV)

Grupo Biologia Integrativa de Sistemas
Valencia

Allopatric plant pathogen population divergence following disease

emergence

Castillo A. 1., Bojanini I., Chen H., Knadel P. P., de la Fuente L. y Almeida R. P. P.

Appl. Environ. Microbiol. 87: €02095-20.
Publicado el 11 de marzo del 2021

| movimiento de material vegetal a nivel

global ha permitido la introduccién de
patégenos desde zonas nativas o endémicas
hasta regiones no afectadas, produciendo
cambios constantes en su distribucién mundial.
El éxito de estos patégenos viene determinado
por su potencial adaptativo. El estudio de este
potencial adaptativo y de los mecanismos
subyacentes al mismo, son de gran relevancia
para el desarrollo de estrategias efectivas de
gestién y control de estos patégenos vegetales.
La bacteria Xylella fastidiosa, uno de los
patégenos emergentes mds recientes, presenta
un amplio rango geograficoy de huéspedes. Con
los avances en la secuenciacién de genomas,
se ha clarificado su divisién geogréfica y de
huéspedes, identificindose tres subespecies
principales (fastidiosa, multiplex y pauca) con
un rango alopatrico ancestral (América) en
plena expansién (Europa y Asia).

En este trabajo se presenta el estudio de
divergencia alopatrica de la subespecie
fastidiosa, responsable de la enfermedad de
Pierce en la vid, en Norteamérica. Mediante
aislamiento de la bacteria y secuenciacién

de movo (Illumina® HiSeq2000), se han

establecido las relaciones filogenéticas, y se ha

medido la diversidad genética, e identificado
distintos eventos de recombinacién e
insercién/delecién de genes, entre poblaciones
de EE. UU., Costa Rica, Espafia y Taiwan. Se
ha identificado un evento de introduccién,
datado hace 150 anos, desde Centroamérica
(Costa Rica) a California (clados PD-II y PD-
[1I), con una rapida expansién a otros estados
del sureste de EE. UU. (clado PD-I). Pese a
la gran cantidad de genomas secuenciados, no
ha sido posible diferenciar entre un evento
de reintroduccién reciente en California o
una alta diversidad genética ancestral (en
el clado PD-I). Asi mismo, identifican que
las muestras de Espafia y Taiwdn proceden
de dos eventos distintos de exportacién de
material desde EE. UU., desde California y
Florida respectivamente. Pese a que analizan
solo dos muestras de cada uno de estos dos
paises, estos genomas presentan una alta
diversidad nucleotidica y valores de F . que,
junto con la ganancia y pérdida diferencial de
genes implicados en adaptacién al huésped,
virulencia, o represores de formacién de
biofilm, reflejan una firma de barrido selectivo
similaralas poblaciones de EE. UU. (indicativo
del proceso adaptativo); indicando que los
estudios gendmicos reflejan la evolucién de
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X. fastidiosa subesp. fastidiosa con evidencias
de adaptacién local y de expansion de nicho
(potencial adaptativo). Sin embargo, les

queda por explicar el papel biolégico de los
genes Unicos identificados en esta adaptacion
y expansién geografica.

Cambios espontaneos en la compatibilidad
somatica de Fusarium circinatum

ANA MARIA PASTRANA LEON

Plant Pathology
Vineland Research and Innovation Centre
Ontario, Canada

Spontaneous changes in somatic compatibility in Fusarium

circinatum

Gordon, T. R., Henry, P. M., Jenner, B. N. y Scott, ].C.

Fungal Biology 125: 725-732.
Publicado en septiembre de 2021

a prevalencia de la reproduccion sexual en

las poblaciones naturales se atribuye a la
creacién de nuevas combinaciones genotipicas
sobre las cuales actua la seleccion natural. En
el caso de las poblaciones flingicas, los virus se
pueden mover entre individuos solo cuando
una cepa infectada se fusiona somdticamente
con una no infectada. Dicho proceso requiere
que ambas cepas compartan los mismos alelos
en los loci involucrados en la compatibilidad
somdtica. Al generar nuevas combinaciones,
la reproduccién sexual reduce la probabilidad
de que dos individuos sean somdticamente
compatibles, lo cual, a su vez, disminuye la
tasa a la que los virus pueden moverse a través
de la poblacion.

Aunque la reproduccién sexual es la mas
comin en hongos, muchas especies son
también capaces de multiplicarse clonalmente.
Asi, la reproduccion asexual les permite una
replicacién rdpida de genotipos exitosos.

Por ello, en la mayoria de los casos, las
poblaciones de hongos patégenos de plantas
estan representados por un solo patotipo y un
Gnico grupo de compatibilidad. En este caso,
los hongos con reproduccién asexual podrian
beneficiarse de mutaciones espontaneas en loci
implicados en el proceso de compatibilidad, de
tal manera que podrian defenderse de los virus
pardsitos sin necesidad de recombinacién
sexual. En estudios anteriores, varios grupos
de compatibilidad de Fusarium circinatum, el
agente causal del “cancro resinoso en pinos”,
mostraron estar asociados al mismo linaje
clonal, lo cual indica que pudieron generarse
a través de mutaciones espontdneas y no por
reproduccién sexual.

En uno de sus dltimos estudios, el profesor
Thomas R. Gordon nos revela cémo las
mutaciones espontdneas son la causa de la
variedad de grupos de compatibilidad en las
poblaciones de Fusarium circinatum. Ademds,
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los resultados de este trabajo exponen que
dichas mutaciones suceden con una frecuencia
de entre 5 y 8 por cada millén de esporas. Al
contrario de lo esperado, las mutaciones no
ocurrieron en los genes conocidos por estar
relacionados con el proceso de compatibilidad,
por lo que se sugiere que ocurrieron en
genes con una funcién inexplorada hasta el
momento.

En resumen, el estudio concluye que este
proceso de diversificaciéon provee una
alternativa por la cual los hongos que se
propagan clonalmente se benefician de un
mecanismo de defensa celular que, de otro
modo, requerirfa de la recombinacién sexual.

La fertilizacién 6rgano-mineral, agricultura de
conservacion, cultivo de cobertura y nematicidas
provocan efectos mas importantes sobre la
nematofauna que los herbicidas, la asociacion de
cultivos, la fertilizacién mineral y la labranza

JUAN EMILIO PALOMARES RIUS

Instituto de Agricultura Sostenible-CSIC
Cérdoba

Quantification of the global impact of agricultural practices on soil

nematodes: A meta-analysis

Puissant, ]., Villenave, C., Chauvin, C. Plassard, C. Blanchart, E. y Trap, J.

Soil Biology and Biochemistry 161: 108383.
Publicado on-line el 6 de agosto de 2021

Este interesante estudio estd centrado en los
efectos que tienen las actividades agrarias
en las comunidades de nematodos del suelo.
En los suelos agrarios, no solo los nematodos
fitopardsitos son importantes, sino que existen
diversos grupos tréficos que influyen en los
ciclos del carbono, biogeoquimicos, y en cam-
bios de la actividad y composicién de la fau-
na microbioldgica del suelo. En este sentido,
a pesar de los diversos articulos centrados en
analizar los cambios (cualitativos y cuantitati-
vos) de los nematodos con las diferentes acti-

vidades agrarias, no existia una cuantificacién
de los mismos usando pardmetros similares
y con las técnicas de metaanilisis. Puissant
et al. (2021) analizan 103 estudios permitien-
do estimar el efecto de diversas practicas cul-
turales en las comunidades de nematodos. Los
autores indican que proporcionar la direccién
y la magnitud de las respuestas de los nemato-
dos del suelo a las practicas agricolas es fun-
damental para facilitar el modelado mundial
de la biodiversidad del suelo en escenarios de
cambio global.
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El metaanilisis realizado siguié las pautas de
PRISMA y se utilizaron estudios que investi-
gaban el efecto de practicas culturales en los
nematodos. Los estudios seleccionados han
incluido datos nematoldgicos que evaluaban
efectos de, al menos, uno de los cuatro ma-
yores bloques de andlisis (manipulacién de la
diversidad vegetal, uso de pesticidas, laboreo
y fertilizacién) o diferentes tipos de sistemas
agricolas en conversién (convencional en
agricultura de conservacién, convencional a
agricultura orgénica o investigaciones que es-
tudiasen los dos tipos de conversiones). Estos
pardmetros fueron necesarios para una selec-
cién preliminar de estudios que pasaron por
diversos filtros hasta quedarse con un nimero
final de 103 articulos y 1338 observaciones dis-
tribuidas alrededor del mundo, aunque Africa
estuvo escasamente representada [América
(32 %), Europa (28 %), Asia (34 %) y Afri-
ca (6 %)]. Los datos de estos articulos fueron
analizados estadisticamente usando métodos
de metaanilisis.

Los resultados indican que, a nivel global
(promediando todos los indices de nemato-
dos), la fertilizacién érgano-mineral, agricul-
tura de conservacién, cultivo de cobertura
y nematicidas presentaron los efectos mds
importantes, mientras que herbicidas, aso-

ciacién de cultivos, fertilizacién mineral y
laboreo fueron mas bajos. Al nivel de grupos
troficos, las practicas agricolas tuvieron dife-
rentes impactos: por ejemplo, la rotacién de
cultivos redujo principalmente la abundancia
de nematodos fitopardsitos (—47 %); el cul-
tivo de cobertura aumenté principalmente
la abundancia de depredadores omnivoros
(+80 %), mientras que la fertilizacién orgdni-
ca promovié predominantemente los bacte-
rivoros (+113 %) y fungivoros (+141 %). La
rotacién de cultivos redujo la abundancia ab-
soluta de nematodos fitoparésitos en un 47 %
cuando la rotacién fue superior a dos afios. A
nivel de comunidades de nematodos, los insu-
mos quimicos, el monocultivo y la aplicacién
de plaguicidas redujeron la abundancia de ne-
matodos y la estructura de la red alimentaria,
y promovieron las comunidades de nematodos
favorecidos por un exceso de nutrientes. Los
biocidas y nematicidas reducen la abundancia
total, diversidad de Shannon y la complejidad
de la red tréfica de nematodos del suelo. El
efecto de las practicas agricolas est4 altamente
relacionado con el tiempo transcurrido desde
la dltima intervencion agricola (por ejemplo,
aplicacion de fertilizantes o de plaguicidas) vy,
sobre todo, la duracién de la practica agricola.

-
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El XX Congreso de la SEF se celebrara finalmente en
2022

Tras la consulta realizada a los socios en febrero de 2021, la Junta directiva de la SEF decidio
posponer al afo 2022 la realizacion del XX Congreso de la SEF en Valencia, que se celebrarg,
finalmente, del 24 al 26 de octubre de manera presencial. Ademas, y siguiendo con las preferencias
de los socios, la renovacion de la Junta se llevara cabo durante la realizacién del congreso. A su
vez, la Junta Directiva del Grupo especializado en Deteccién, Diagnostico e Identificacion de la SEF
(GEDDI-SEF) decidié aplazar su V Asamblea General y las elecciones a la Junta Directiva del Grupo,
cuya celebracién se hace coincidir habitualmente con el Congreso de la SEF. La V Reunién Cientifica
del GEDDI se celebrara en el aflo 2023 para que no coincida con el XX Congreso SEF.

At R
VITESTL XX CONGRESO™

Jaime Cubero, editor
sénior de la revista
Phytopathology

uestro compafero de la SEF, Jaime

Cubero, investigador titular en el
Departamento de Patologia Vegetal
del INIA, fue nombrado en enero
de 2021 editor sénior de la revista
Phytopathology.  Publicada por la
Sociedad Americana de Fitopatologia
(APS, American Phytopathology Society),
Phytopathology es una de las revistas de
referencia en el campo de la fitopatologia.
iEnhorabuena, Jaime!
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Ya esta disponible la Galeria Fotografica
de Enfermedades GEDDI-SEF

esde marzo de 2021 tenemos a nuestra disposicién en la pagina web de la SEF la Galeria

Fotogréfica de Enfermedades de cultivos agricolas y especies forestales. Elaborada por una
comisién dentro del Grupo especializado en Deteccion, Diagnostico e Identificacién de la SEF
(GEDDI-SEF), la galeria sigue creciendo con nuevas imagenes y cultivos.

CAMG Ver detalle

_]Psz Ver detalle

JPS4 Ver detalle

€D o D o
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Espana y Europa actualizan su legislacion sobre
fitosanitarios

| BOE publico en mayo el Real

Decreto 285/2021 por el que
se establecen las condiciones de
almacenamiento, comercializacion,
importacién o exportacion, control
oficial y autorizacién de ensayos con
productos fitosanitarios, y modifica
el Real Decreto 1311/2012, de 14 de
septiembre, para el uso sostenible de
los productos fitosanitarios. Esta nueva
normativa hace especial incidencia
en el terreno de la comercializacion
e introduce disposiciones pioneras MRS ¥ v !
en el ambito de la Union Europea.  Tractor esparciendo pesticidas e insecticidas (Aqua Mechanical, 2016;
Precisamente, la UE lanzé una consulta  “© 8" 2.0).
publica on-line en enero de 2021 para evaluar el impacto de la Directiva 2009/128/CE para conseguir
un uso sostenible de los plaguicidas, cuyos resultados se pueden consultar aqui. También este afio
dijimos adios al fungicida de amplio espectro, mancozeb, retirado por la CE debido a sus efectos
nocivos sobre la reproduccion y el sistema endocrino de humanos y animales segun la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA).

Acceso abierto en formato digital
a varios libros editados por la SEF

n mayo anuncidbamos la digitalizacién y acceso abierto en la pagina web de la SEF de la

monografia titulada Enfermedades de los citricos, publicada originalmente en el afio 2000.
Ademas, también estan disponibles los libros Enfermedades de plantas causadas por bacterias,
Enfermedades causadas por nematodos fitoparasitos en Espafna, Enfermedades de las plantas
causadas por hongos, oomicetos y Patégenos de plantas descritos en Espaha, 22 edicion.

ENFERMEDADES CAUSADAS ENFERMEDADES DE LAS PLANTAS PATOGENOS DE PLANTAS
CAUSADAS POR HONGOS Y OOMICETOS
O T 0D O T o Naturaleza y control integrado DESGRITOS EN ESPANA

Editores
Eo Ratael Manuol Jiménez Dinz

Maria Fo Andrés Yoves G BRI
Soledad Verdejo Lucas PHYTOMA

2* Edicion
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Avances en el conocimiento y diagnéstico de Xylella
fastidiosa

La revista Nature Communications publicaba en su nimero de octubre el desarrollo, por parte de
investigadores del Instituto de Agricultura Sostenible (IAS-CSIC), de un método de teledeteccion
especifico para los primeros sintomas de Xylella fastidiosa. Desde un abordaje diferente, un
estudio publicado en enero en Scientific Reports por cientificos italianos describe un conjunto de
metabolitos como posibles marcadores en las infecciones por Xylella en el olivo. Por otro lado, la
Universidad de Alicante ha suscrito un convenio con la Conselleria de Agricultura, Desarrollo Rural,
Emergencia Climatica y Transicion Ecoldgica de la Generalitat Valenciana, para desarrollar el proyecto
“Investigacion e implementacién
de estrategias  microbioldgicas
para combatir el crecimiento de
Xylella fastidiosa en la Comunitat
Valenciana”, con tres expertos de
la Universidad de Alicante como
investigadores principales: Francis
Mojica, microbiélogo y descubridor
del sistema de reparacién genética
CRISPR; el microbidlogo Jesus
Garcia; y César Bordehore, bidlogoy
experto en modelizaciéon de sistemas
dindmicos, ademas de coordinador
de la Estacién Cientifica Montgd- | -- .
Dénia (ESCIMO-Dénia). Olivo centenario 1 (Yellow.Cat, 2010; CC BY 2.0).

AWVAVErSario

®.

La SEF celebré en linea su 40 Aniversario /

| pasado 20 de octubre celebramos los 40 afos de existencia de ,_li; #@ﬁ

la SEF mediante un encuentro virtual con mas de 200 asistentes
registrados. En este encuentro pudimos volver a los inicios de nuestra
Sociedad y de su relacién con los servicios de Sanidad Vegetal, gracias a
las intervenciones de Javier Romero y José Luis Palomo, respectivamente. También pudimos conocer
la evolucién de la investigacion dentro del campo de la Fitopatologia, gracias a las contribuciones
de M? Milagros Lépez, Fernando Garcia-Arenal,
Josep Armengol y Marifé Andrés. Ademas,
pudimos disfrutar de las interesantes reflexiones
y de momentos entrafables con los videos
enviados por los presidentes de la SEF, y repasar
lo mejor de nuestra historia y actividades de
la SEF con el material audiovisual preparado
por los organizadores. Todos los participantes
y todos los inscritos hicieron de estas Jornadas
una celebracion muy especial.

SOCIEDAD ESPANOLA DE FITOPATOLOGIA

—~
»

54>>


https://www.nature.com/articles/s41467-021-26335-3
https://www.nature.com/articles/s41598-020-80090-x
https://www.flickr.com/photos/9084427@N07/4752183682
https://creativecommons.org/licenses/by/2.0/
https://vlcsef2020.com/40-aniversario-sef/
https://vlcsef2020.com/40-aniversario-sef/

SIS
OCTORALES

Estudio de la expresion y
funcion de genes cruciales
asociados a procesos de
desarrollo postembrionario
durante la organogénesis
de novo de agallas y
células gigantes inducidas
por Meloidogyne spp. en
Arabidopsis

Doctoranda: Rocio Olmo
Lopez

Institucion: Grupo de
Biotecnologia y Biologia
Molecular de Plantas (GBBMP)
del Area de Fisiologia Vegetal,
Departamento de Ciencias
Ambientales, Universidad de
Castilla- La Mancha (UCLM).
Directores: Dres. Carolina
Escobar Lucas y Javier Cabrera
Chaves (codirector).

Defensa: 18 de febrero de
2020. Facultad de Ciencias
Ambientales y Bioguimica,
UCLM, Toledo.

New insights into the
biology, ecology and
control of black-foot
disease in grapevine

Doctoranda: Carmen
Berlanas Vicente.
Institucion: Instituto de
Ciencias de la Vid y del Vino
(ICVV). Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas

— Universidad de la Rioj
(UNIR) — Gobierno de La Rioja.
Logrono, La Rioja.
Directores: Dres. David
Gramaje Pérez y Enrique
Garcia-Escudero Dominguez.
Defensa: 2 de abril de
2020, mediante sistema de
videoconferencia.
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Computational and
molecular study of
terpene synthase genes in
Trichoderma

e Doctoranda: Isabel Vicente
Munoz.

e |[nstituciones: Grupo
de Patologia Vegetal
y Micologia de la
Universidad de Pisa (Italia)

— Grupo de Fitopatologia

y Control Biolégico del
Instituto Hispano-Luso de
Investigaciones Agrarias
(CIALE) de la Universidad de
Salamanca (USAL).

e Directores: Prof. Giovanni
Vannacci y Prof. Enrique
Monte Vazquez.

e Defensa: 15 de julio de
2020. Pisa (ltalia), de forma
telematica.

Epigenetic changes in galls
induced by the nematode
Meloidogyne javanica in
Arabidopsis

>> TESIS DOCTORALES

Papel de los efectores

tipo Ill en la especificidad
de huésped de los
patovares de Pseudomonas
savastanoi

e Doctoranda: Ana Claudia
Pereira da Silva.
Institucién: Grupo de
Biotecnologia y Biologia
Molecular de Plantas, del
Area de Fisiologfa Vegetal,
Departamento de Ciencias
Ambientales, Universidad de
Castilla-La Mancha (UCLM).
Directoras: Dras. Carolina
Escobar Lucas y Carmen Fenoll
Comes (codirectora).
Defensa: 2 de noviembre de
2020, online.

Doctoranda: Alba Moreno
Pérez

Institucion: Instituto de
Hortofruticultura Subtropical
y Mediterranea La Mayora

— Universidad de Malaga

— Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas
(IHSM-UMA-CSIC).
Director: Dr. Cayo Ramos
Rodriguez.

Defensa: 20 de noviembre de
2020. UMA.
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Characterization of
resistant Cucumis
germplasm to manage
root-knot nematodes
Meloidogyne spp.

e Doctorando: Alejandro
Exposito Creo.

e Instituciéon: Universitat
Politecnica de Catalunya
(UPC). Departament
d’'Enginyeria Agroalimentaria i
Biotecnologia (DEAB).

e Director: Dr. Francisco Javier
Sorribas Royo.

e Defensa: 5 de febrero de
2021, online.

Fusariosis de los cultivos de
la fresa y el esparrago en
Espana: Caracterizacion y
métodos de control

e Doctorando: Eduardo de la
Lastra Alcalde.
Institucién: Instituto Andaluz
de Investigacion y Formacion
Agraria, Pesquera, Alimentaria
y de la Produccion Ecologica
(IFAPA), Grupo Protecciéon
Vegetal Sostenible, Laboratorio
de Biotecnologia.
Directora: Dra. Maria Nieves
Capote Mainez.
Defensa: 28 de octubre de
2021, online.

4

>> TESIS DOCTORALES

Characterization of

the fungal endophyte
Colletotrichum tofieldiae
as potential bioinoculant
for use in agriculture

Doctoranda: Sandra Diaz
Gonzalez.

Institucion: ETSI Agronémica,
Alimentaria y de Biosistemas
— Centro de Biotecnologia

y Gendémica de Plantas
(CBGP) de la Universidad
Politécnica de Madrid (UPM) —
PlantResponse Biotech S.L.
Directores: Dres. Soledad
Sacristan y Frédéric Brunner.
Defensa: 15 de febrero de
2021, online.
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uevas descripciones de
Patogenos en Espana
octubre 2020 - septiembre 2021

JuaN A. Navas-CORTES

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

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

. HONGOS Y OOMICETOS

First Report of Verticillium wilt on eggplant in Almeria province, Spain
Goémez-Vazquez, J. M., Aguilera-Lirola, A. y Martin-Bretones, G.
Plant Disease 104: 3260 (2020).

First Report of Colletotrichum karstii causing fruit anthracnose of Carissa
grandiflora in Spain

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

Plant Disease 105: 492 (2020).

Vascular fungi associated with branch dieback of olive in super-high-
density systems in Southern Spain

Agusti-Brisach, C., Jiménez-Urbano, J. P, Raya, M. C., Lépez-Moral, A. y Trapero, A.
Plant Disease 105: 797-818 (2021).

New hosts for Lecanosticta acicola and Dothistroma septosporum in
newly established arboreta in Spain

Mesanza, N., Raposo, R., Elvira-Recuenco, M., Barnes, I., van der Nest, A., Hernandez, M.,
Pascual, M. T., Barrena, I., San Martin, U., Cantero, A., Hernandez-Escribano, L. e lturritxa, E.
Forest Pathology 51: e12650 (2021).

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

Plant Disease, First look (25 de febrero de 2021).
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>> NUEVOS PATOGENOS EN ESPANA

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

Beluzan, F, Olmo, D., Leén, M., Abad-Campos, P. y Armengol, J.

Plant Disease, First look (29 de marzo de 2021).

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

Plant Disease, First look (4 de mayo de 2021).

Etiology of Septoria leaf spot of pistachio in Southern Spain

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

Plant Disease, First look (2 de septiembre de 2021).

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

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

Plant Disease, First look (27 de septiembre de 2021).

First report of Erysiphe corylacearum causing powdery mildew on Corylus
avellana in Spain

Mazzaglia, A., Drais, M. I, Turco, S., Silvestri, C., Cristofori, V., Aymami, A., Casado, V. y
Rovira, M.

New Disease Reports 44: e12035 (2021).

BACTERIAS

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

Marco-Noales, E., Barbé, S., Monterde, A., Navarro, |., Ferrer, A., Dalmau, V., Aure, C. M.,
Domingo-Calap, M. L., Landa, B. B. y Rosell6, M.

Plant Disease, First look (11 de mayo de 2021).

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

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

Plant Disease, First look (8 de octubre de 2021).
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>> NUEVOS PATOGENOS EN ESPANA

' NEMATODOS

An integrative taxonomic study of the needle nematode complex
Longidorus goodeyi Hooper, 1961 (Nematoda: Longidoridae) with
description of a new species

Descripcion de Longidorus panderaltum sp. nov.

Cai, R., Prior, T., Lawson, B., Cantalapiedra-Navarrete, C., Palomares-Rius, J. E., Castillo, P. y
Archidona-Yuste, A.
European Journal of Plant Pathology 158: 59-81 (2020).

New evidence of cryptic speciation in the family Longidoridae (Nematoda:
Dorylaimida)
Descripcion de Longidorus tabernensis sp. nov., Xiphinema subbaetense sp. nov.

Cai, R., Archidona-Yuste, A., Cantalapiedra-Navarrete, C., Palomares-Rius, J. E. y Castillo, P.
Journal of Zoological Systematics and Evolutionary Research 58: 869-8991 (2020).

Morphostatic speciation within the dagger nematode Xiphinema
hispanum-complex species (Nematoda: Longidoridae)
Descripcion de Xiphinema malaka sp. nov.

Archidona-Yuste, A., Cai, R., Cantalapiedra-Navarrete, C., Carreira, J. A., Rey, A., Vifegla,
B., Liébanas, G., Palomares-Rius, J. E. y Castillo, P.
Plants 9: 1649 (2020).

Studies on Longidorus iberis (Escuer & Arias, 1997) n. comb. (Nematoda:
Longidoridae) from Spain

Clavero-Camacho, 1., Liebanas, G., Cantalapiedra-Navarrete, C., Archidona-Yuste, A.,
Castillo, P. y Palomares-Rius, J. E.

Nematology 23: 871-885 (2021).

Remarkable cryptic diversity of Paratylenchus spp. (Nematoda:
Tylenchulidae) in Spain
Descripcion de Paratylenchus caravaquenus sp. nov., Paratylenchus indalus sp.
nov., Paratylenchus pedrami sp. nov., Paratylenchus zurgenerus sp. nov.,
Paratylenchus enigmaticus, Paratylenchus hamatus, Paratylenchus holdemani,
Paratylenchus israelensis y Paratylenchus veruculatus.

Clavero-Camacho, I., Cantalapiedra-Navarrete, C., Archidona-Yuste, A., Castillo, Py
Palomares-Rius, J. E.
Animals 11: 1161 (2021).

Integrative taxonomy reveals hidden cryptic diversity within pin
nematodes of the genus Paratylenchus (Nematoda: Tylenchulidae)
Descripcion de Paratylenchus amundseni, Paratylenchus aciculus, Paratylenchus
neoamblycephalus, Paratylenchus pandatus, Paratylenchus recisus,
Paratylenchus variabilis, Paratylenchus verus y Paratylenchus vitecus
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>> NUEVOS PATOGENOS EN ESPANA

Clavero-Camacho, I., Palomares-Rius, J. E., Cantalapiedra-Navarrete, C., Leén-Ropero, G.,
Martin-Barbarroja, J., Archidona-Yuste, A. y Castillo, P.
Plants 10: 1454 (2021).

Global distribution of the reniform nematode genus Rotylenchulus with
the synonymy of R. macrosoma with R. borealis

Palomares-Rius, J. E., Clavero-Camacho, |., Archidona-Yuste, A., Cantalapiedra-Navarrete,
C., Leén-Ropero, G., Braun Miyara, S., Karssen, G. y Castillo, P.

Plants 10: 7 (2021).

VIRUS Y VIROIDES

First report of tomato brown rugose fruit virus in tomato in Spain
Alfaro-Fernandez, A., Castillo, P, Sanahuja, E., Rodriguez-Salido, M. C. y Font, M. I.
Plant Disease 105: 115 (2021).

First report of Grapevine asteroid mosaic associated virus in grapevine in
Spain

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

Plant Disease 105: 517 (2021).

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

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

Plant Disease, First look (22 de septiembre de 2021)

First report of Passiflora edulis symptomless virus in pomegranate in
Spain

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

Journal of Plant Pathology (2021). In press
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La F2F apuesta
por el control

LAS INNOVACIONES DERIVADAS DE LA

EDICION GENOMICA NECESITAN UN
MARCO REGULATORIO adecuado para su
aplicacion en Fitopatologia

Josk Pio BELTRAN PORTER

Profesor de investigacion ad honorem del CSIC

Ha sido presidente de la European Plant Science Organization (EPSO)

y Member of the Board of Governors del EU Joint Research Centre (JRC)

Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (UPV-CSIC)

La edicion genémica y el “Green Deal”
de la Unién Europea

a estrategia “Farm to Fork” (F2F) incluida
Len el “Green Deal” de la Unién Europea

(UE) propone la reduccién drastica del
uso de los plaguicidas quimicos, los fertilizantes
y los antibidticos en ganaderia, por lo que nece-
sitamos el desarrollo de productos y estrategias
que puedan ser de utilidad a los agricultores. La
F2F apuesta por el control integrado de plagas
para compensar la reduccién de plaguicidas, lo
que es una buena estrategia. Sin embargo, la
introduccién frecuente de nuevas plagas como
consecuencia de la importacién de productos
vegetales y del cambio cli-
matico estd generando si-
tuaciones para las que no
existen procedimientos de

integrado de p|agaS control e, incluso, algunos

para compensar
la reduccion de
plaguicidas

previamente existentes se
estan deteriorando como
resultado de los desequi-
librios biolégicos produci-

Valencia

dos por las alteraciones climdticas. La obtencién
de nuevos biopesticidas inocuos para la salud
y el medio ambiente es también un objetivo
prioritario.

La mejora genética

Los genomas estdn sujetos a mutaciones es-
pontaneas. Alguno de estos cambios puede ser
favorable y lo seleccionaremos para programas
de mejora. También hemos aprendido a aumen-
tar el ndmero de mutaciones utilizando agentes
quimicos o fisicos sobre las semillas. La variabi-
lidad de las semillas, junto a la hibridacién se-
xual, constituyen el principal instrumento de la
mejora. Como en el cruce sexual los caracteres
de los parentales se mezclan al azar, es necesario
recurrir a sucesivos retrocruces. El tiempo nece-
sario para obtener una nueva variedad mejorada
es superior a una década.
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La ingenieria genética y los
cultivos transgénicos

Desde finales del siglo pasado,
los mejoradores pueden introducir
en las plantas genes aislados de otras
especies que no hibridan con ellas, o
genes aislados de microorganismos.
Los cultivos transgénicos comer-
cializados consisten, fundamental-
mente, en plantas que incorporan
genes que les confieren resistencia
a enfermedades, como el taladro del
maiz o la tolerancia a la accién de
herbicidas. Cuando se combina el uso de plantas de co-
secha hibridas con la resistencia al ataque de insectos, se
consiguen objetivos de la produccién sostenible: produ-
cir m4s utilizando menos!"l.

Las nuevas tecnologias de edicion de genomas

Recientemente hemos desarrollado tecnologias que
permiten la mutagénesis dirigida. Se basan en la posi-
bilidad de guiar una nucleasa (por ej., Cas9, CRISPR
associated protein 9) al punto del genoma donde quere-
mos cortar la secuencia de ADN. Las gufas deben reco-
nocer la secuencia del lugar de corte y pueden ser de na-
turaleza proteica (meganucleasas; nucleasas de dedo de
cinc o nucleasas tipo TALEN) o consistir en una secuen-
cia de ARN complementaria a la del ADN en el sitio
de corte (CRISPR/Cas). Producido el corte en el ADN,
acttia la maquinaria de reparacién celular, que comete
errores, como la incorporacién de algin nucleétido o su
eliminacion, que tienen como resultado la inactivacion
del gen (mutacién SDN-1). Si, ademds de introducir en
la planta la nucleasa y la secuencia de ARN guia, intro-
ducimos una secuencia molde corta, homdéloga a la del
gen diana en el punto de corte, pero
que contenga alguna modificacién
(edicién), se producird también
la inactivacién del gen (mutacién
tipo SDN-2), ya que durante la re-
paracién se incorporard dicho mol-
de editado. También podemos in-
troducir secuencias largas de ADN
(mutacién SDN-3) aisladas de otras
especies (transgenes) o de la misma
especie (cisgenes). Cuando se uti-

interés

Cuando se combina

el uso de plantas

de cosecha hibridas
con la resistencia al
ataque de insectos, se
consiguen objetivos
de la produccion
sostenible: producir
mas utilizando menos

La mutagénesis por
edicion gendémica
permite al mejorador
la eliminaciéon de
genes indeseados
ligados a otros de

-
5 .

liza una Cas9 inactiva fusionada a

una nucleotido desaminasa, se con-
sigue que un par de bases C/G mute
a un par A/T y viceversa, sin nece-
sidad de que se produzca un corte
en el genoma. Esta edicién de pares
de bases entrarfa en la categorfa

SDN-154,

Los mejoradores pueden intro-
ducir mutaciones en posiciones
concretas del genoma sin incorpo-
rar gen alguno. Dichas mutaciones
dirigidas son semejantes o, incluso,
idénticas a mutaciones que se producen espontdneamen-
te en las plantas y se pueden detectar mediante secuen-
ciacién gendmica, aunque no es posible distinguir si se
han producido espontdneamente o mediante edicién ge-
némica. La mutagénesis por edicién gendmica permite
al mejorador la eliminacién de genes indeseados ligados
a otros de interés. Si trabajamos con variedades de élite
es posible prescindir, en gran medida, de los retrocruces,
obteniendo una nueva variedad en pocos afios.

Desde el afio 2014 se han publicado trabajos de inves-
tigacién que dan cuenta del uso de la edicién genémica
para obtener nuevas plantas de cosecha con capacidades
aumentadas. Se han descrito plantas de arroz, tomate,
colza o trigo, con mds semillas o de mayor peso. Se han
obtenido variedades de uva, cacao o trigo resistentes a
hongos; pepino o patata resistentes a virus; naranjas, po-
melos o tomates resistentes a bacterias; y nuevas varieda-
des de soja y maiz tolerantes a la sequia. También se han
producido variedades de soja, cacahuete y colza con una
composicion en dcidos grasos mejorada, o variedades de
tomate con alto contenido en licopeno o en GABA, o

de trigo con contenido en gliadinas
reducido!**l.

La innovaciéon sin un marco
regulatorio adecuado es intitil

Existe un gran interés sobre el
potencial de la edicién gendémica
para contribuir a la agricultura del
futuro. Convertir el nuevo conoci-
miento en innovaciones que apor-
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ten valor al sector agrario supone desafios de
tipo regulatorio a los que se estd respondien-

do de manera diferenciada desde distintos
ambitos geograficos y socioeconémicos!>*°.,

Muchos paises se han adelantado a dis-
tinguir, desde el punto de vista regulatorio,
los distintos procedimientos de edicién ge-
némica. Algunos paises americanos como
Argentina, Chile, Brasil, Colombia o Pa-
raguay han adaptado sus legislaciones o pu-
blicado normas para contemplar especifica-
mente la edicién genémical®. En general,
las normativas contemplan resoluciones, caso por caso,
basadas en la distincion del tipo de edicion genémica
utilizado: SDN-1, SDN-2 o SDN-3. Estados Unidos ha
hecho un esfuerzo normativo importante que permite
que las empresas lleven a los mercados productos edita-
dos genéticamente. De hecho, ha aprobado ya la comer-
cializacién de champifiones —a los que se les ha editado
un gen del enzima polifenoloxidasa— que no pardean en
los lineales de venta o en las casas de los consumidores, y
de un aceite saludable de soja, producido por la empresa
Calyxt, al que se le eliminan las grasas trans editando sus
enzimas 4dcido graso desaturasas. Por su parte, Japén ha
dado luz verde a la comercializacién de tomates editados
con alto contenido en GABA, con efectos beneficiosos
asociados a mantener baja la presién arterial de los con-
sumidores. Curiosamente, China, que es el pafs m4s ac-
tivo en la investigacion de las técnicas de edicién gené-
mica para introducir en las cosechas nuevos caracteres,
no ha publicado normas al respecto.

La regulaciéon de los cultivos transgénicos en la UE
estd sujeta a la Directiva Europea 2001/18/EC, que se
aprobé de acuerdo con un principio de pre-
caucién que atendfa a supuestos peligros
que el consumo de productos transgénicos
podria tener para la salud de los consumi-
dores y para el medio ambiente. Estos pe-
ligros no se han materializado en los m4s
de veinte afios que esta Directiva lleva en
vigor. Sin embargo, las restricciones que
impone dicha regulacién han dificultado la
investigacion cientifica y el emprendimien-
to en el sector agrobiotecnolégico europeo.

En el mes de julio de 2018, el Tribunal de

Algunos paises
americanos han
adaptado sus
legislaciones o
publicado normas
para contemplar
especificamente la
edicion genémica

Justicia de la Unién Eu-
ropea (TJUE) (véase Case
C-528/16) sentencié que
el uso de las variedades de
plantas obtenidas median-
te edicién gendmica se tie-
ne que regular de acuerdo
con la Directiva que regula
los cultivos transgénicos.
En su decisién, probable-
mente fue determinante el
uso de técnicas de ingenie-
rfa genética en los proce-
dimientos de edicién de genomas) y, si bien es cierto
que las tecnologias de edicién se pueden utilizar tam-
bién para introducir genes —en cuyo caso hablarfamos
de nuevos cultivos transgénicos—, también lo es que la
mutagénesis dirigida por edicién genémica no supone la
introduccién de genes fordneos. Las nuevas variedades
deberfan ser evaluadas por lo que son, no por cémo se
han obtenido. No parece razonable que dos variedades
con una mutacién idéntica sean reguladas de forma di-
ferente. Las mutaciones de las nuevas variedades estdn
sujetas a trazabilidad mediante la secuenciacién de su
genoma, pero no respecto de la tecnologfa utilizada para
su obtencién. De todo esto se deduce la conveniencia
de separar el uso de las técnicas de mutagénesis diri-
gida por edicién gendémica, de la regulacién median-
te la Directiva 2001/18/EC, que fue aprobada muchos
afios antes del desarrollo de las técnicas de edicion
gendmica.

La comunidad cientifica de la UE, bajo la iniciativa
denominada EU-SAGE, ha solicitado a las autoridades
europeas un cambio urgente en la regulacién de las téc-

nicas de edicién genémica.

Las restricciones que
impone la Directiva
Europea 2001/18/

EC han dificultado

la investigacion
cientifica en el sector
agrobiotecnolégico
europeo

La Comisiéon Europea,
en su informe de 29 de
abril de 2021, reconoce
las limitaciones de la le-
gislacién europea vigente
para seguir el ritmo de los
avances cientificos en este
ambito, asi como que la
legislacién en vigor podria
ser inadecuada para regular
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algunos tipos de aplicaciones basa-
das en tecnologias de edicién gend-
mica. También reconoce que estas
tecnologias podrian ayudar a con-
seguir los objetivos del UE “Green
Deal” e insta a una posible modi-
ficacién de la legislacién en vigor.

=

La Comisién Europea,
en su informe de 29 de
abril de 2021, reconoce
que estas tecnologias
podrian ayudar a
conseguir los objetivos
del UE “Green Deal”

e insta a una posible
modificacion de la
legislacion en vigor

Beltran, J. P. (2018). Cultivos transgénicos. Editorial Catarata-CSIC, 126 pp. Madrid.

En un contexto internacional ur-
girfa también conseguir una ar-
monizacién conceptual y regula-
toria de la propia definicién de
cultivo transgénico y de los pro-
ductos obtenidos mediante edicién
gendmical’l.

[LS)

Feed Law 16: 202-211.

Beltran, J. P. et al. (2021). “Food security and innovative tools with a Global Food System approach”. European Food and
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organismos fitopatdégenos”. Fitopatologia 3: 26-35.

Lopez Marquez, D., Bejarano, E. R. y Luna, A. P. (2018). “El sistema CRISPR/Cas, un poderoso aliado contra los

[

environment”. Frontiers in Plant Science: 11: 1-17.

Menz, J. et al. (2020). “Genome edited crops touch the market: a view on the global development and regulatory

o

European Journal of Risk Regulation first view: 1-20.

Van der Meer, P. et al. (2020). “The status under EU law of organisms developed through novel genomic techniques”.

2 Zhu, H., Li, C. y Gao, C. (2020). “Applications of CRISPR-Cas in agriculture and plant biotechnology”. Nature Reviews
Molecular Cell Biology 21: 661-677.
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EL CONTROL DE ENFERMEDADES

ANTE EL NUEVO PACTO VERDE EUROPEO

DoLores FERNANDEZ-ORTURNO'"2, ELENA LAzARO® y ANTONIO VICENT?

' Departamento de Microbiologfa, Facultad de Ciencias

Universidad de Malaga

2 |Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea ‘La Mayora’

Universidad de Malaga, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (IHSM-UMA-CSIC) Méalaga

a Comisién Europea presenté en mayo de
2020 la estrategia “De la granja a la mesa”

como una de las iniciativas fundamenta-

les dentro del marco del Pacto Verde Europeo. A
fin de contribuir al logro de la neutralidad clima-
tica de aqui a 2050, la estrategia pretende hacer
evolucionar el sistema alimentario de la Unién
Europea (UE) hacia un modelo sostenible con
alimentos seguros, nutritivos y de alta calidad
para abastecer a mas de cuatrocientos millones
de ciudadanos, pero con un impacto minimo so-

La estrategia “De la

granja a la mesa”
pretende reducir,

entre otros, el uso

de fitosanitarios
en un 50 % e
incrementar la
superficie en
cultivo ecolégico
hasta el 25 % en
2030

bre el medioambiente. No
obstante, debido a la glo-
balizacién del comercio
mundial de vegetales y al
cambio climdtico, el nu-
mero de enfermedades que
afectan a nuestros cultivos
se ha incrementado nota-
blemente en las ultimas
décadas. Para tratar de
evitar estas pérdidas y me-
jorar la productividad se
recomienda llevar a cabo
una gestion integrada,
priorizando el uso de mé-
todos no quimicos como
las practicas culturales,

3 Centre de Protecci6 Vegetal i Biotecnologia
Institut Valencia d’Investigacions Agraries (IVIA)
Moncada, Valencia

variedades resistentes y agentes de control bio-
légico. Sin embargo, en muchas enfermedades
el control quimico sigue siendo indispensable, a
través, principalmente, del uso de fungicidas.

La estrategia “De la granja a la mesa” pretende
reducir, entre otros, el uso de fitosanitarios en un
50 % e incrementar la superficie en cultivo eco-
l6gico hasta el 25 % en 2030, lo que supone un
reto sin precedentes para la agricultura de la UE.
El debate medidtico alrededor de la reduccién
del uso de fitosanitarios en la UE estd centrado
principalmente en los insecticidas y herbicidas,
cuando en realidad los fungicidas son el grupo
de productos m4s utilizados. Con unas 165000
toneladas anuales, los fungicidas representan el
46 % del total de fitosanitarios que se aplican en
la UE. El consumo de fungicidas no es exclusivo
de la agricultura convencional o integrada. Con
unas 86000 toneladas anuales, los compuestos
inorgdnicos (cobre y azufre) representan aproxi-
madamente la mitad del mercado de fungicidas
en la UE. Los compuestos inorgdnicos son de los
pocos autorizados en agricultura ecoldgica y, en
general, son menos efectivos que los fungicidas
de sintesis, por lo que es necesario realizar un
mayor nimero de aplicaciones!’.
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Succinate-dehydrogenase inhibitors -

problemas de resistencia es fundamental

Quinone outside Inhibitors -
Benzimidazoles -
Dicarboximides A
DeMethylation Inhibitors -
PhenylAmides -

Anilino-pyrimidines -
OSBPI-

Carboxylic Acid Amides -
PhenylPyrroles -

N-phenyl carbamates -
Morpholines -
KetoReductase Inhibitors -
Aza-napthalenes -
Aromatic hydrocarbons -
Sulfamides -

Quinone inside Inhibitors -
Hydroxy-pyrimidines -
Guanidines -

Carbamates -

Aryl-phenyl-ketones -

diversificar tratamientos, evitar el uso re-
petido de compuestos con el mismo modo
de accién, usar mezclas y alternar estos
productos quimicos con modos de accién
diferentes!".

A pesar de las medidas establecidas
por la Directiva 2009/128/EC para la re-
duccién del uso de fitosanitarios en la UE,
la cantidad de fungicidas aplicados ha
aumentado un 11 % durante el periodo
2011-2018. El éxito de la estrategia “De
la granja a la mesa” vendr4, por lo tanto,
determinado en gran medida por la reduc-
cién de fungicidas mediante un uso m4s
racional, que maximice la efectividad de
las aplicaciones y limite su nimero al mi-
nimo. Pero, ;no serfa esto contradictorio

para evitar el desarrollo de resistencia por

0 30 60 90

N° casos

Figura 1. Casos de resistencias descritos en la region europea y mediterrdnea para los
distintos grupos de fungicidas (Fuente: EPPO Database on Resistance Cases).

Uno de los principales problemas asociados al uso de
fungicidas es la aparicién de resistencias en los patdge-
nos que se pretende controlar®. De hecho, en la regién
europea y mediterrdnea se han descrito resistencias a la
mayoria de grupos quimicos fungicidas [Figura 1]. La re-
sistencia se define como la habilidad, existente en la na-
turaleza y heredable, de algunos individuos dentro de una
poblacién, que les permite sobrevivir a la aplicacién de
un determinado fungicida que, en condiciones normales,
resulta letal para el patégeno. Por tanto, este producto
deja de ser efectivo en aquel organismo al que preten-
de combatir. Un fungicida por si solo no induce intrin-
secamente resistencia, sino que actia como un agente
de seleccion. Existen factores genéticos del patégeno y
factores externos que rigen el riesgo
de desarrollo de resistencia. El ries-
go de factores externos influye sobre
la presién de seleccion que condu-
ce al desarrollo de la resistencia,
condicionado, entre otros, por el
uso continuado de productos con el
mismo modo de accién. Para evitar

En la regidon europea
y mediterranea se han
descrito resistencias a
la mayoria de grupos
quimicos fungicidas

parte de los patégenos diana?

Ademas de las caracteristicas intrinse-
cas del fungicida y del patégeno, el factor
que mis influye en la aparicién de resis-
tencias es el nimero de aplicaciones. A
priori, la reduccién en el nimero de aplicaciones ayu-
darfa a disminuir el riesgo de aparicién de resistencias
y a alargar la vida qtil de los productos fungicidas. Los
sistemas de ayuda en la toma de decisiones se han mos-
trado como herramientas ttiles para reducir el nimero
de aplicaciones en muchas enfermedades. Estos sistemas
se componen principalmente de modelos de prediccion
de riesgo de enfermedad y umbrales de intervencién, con
los que es posible reducir la frecuencia de tratamientos,
aplicando los fungicidas Gnicamente cuando son real-
mente necesarios. Estudios recientes considerando un
conjunto de experimentos a nivel mundial [Figura 2]
han demostrado que los sistemas de ayuda en la toma
de decisiones permiten reducir a la
mitad el ndmero de aplicaciones
fungicidas, manteniendo el mismo
nivel de eficacia que las estrategias
habituales de aplicacién a calenda-
riol?l.

Por otra parte, la diversidad
de fungicidas disponibles para los
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resistencias, pero presentan también mds

efectos colaterales sobre otros organismos.
Actualmente, la mayor parte de produc-

0.5

Diferencia incidencia (DSS-Cal.)

tos disponibles son fungicidas monodia-

na, que actdian sobre una ruta metabélica

especifica. Este tipo de fungicidas tienen

menos efectos ecotoxicoldgicos, pero son

mucho m4s propensos a inducir resisten-
' cias en los patégenos.

Si con la estrategia europea “De la
granja a la mesa” los agricultores se que-
darfan sin suficientes fungicidas y alterna-
tivas eficaces para el control quimico de
enfermedades, ;no estamos poniendo en
riesgo el futuro de la produccién a gran es-

-20 -10 0 10

@ 25 ® 50 @ 75 @ 100

Figura 2. Reduccién en el nimero de aplicaciones fungicidas y diferencia en la incidencia
de la enfermedad entre los sistemas de ayuda en la toma de decisiones (DSS) y estrategias

a calendario (Cal.) (Fuente: Lazaro et al., 2021)?.

agricultores se ha visto notablemente restringida por
la actual legislacién europea [Directiva 2009/128/EC
y Reglamento (EC) 1107/2009]. La mayor parte de los
fungicidas multidiana han caido del registro durante los
Gltimos afios, principalmente por su elevada ecotoxici-
dad. Al actuar a la vez sobre diferentes rutas metabo-
licas, estos fungicidas son menos propensos a generar
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SOCIOS

PROTECTORES

La SEF cuenta en la actualidad con 13 Socios Protectores:

« AIDA « CITROSOL « PHYTOMA

« BASF/NUHEMS « COIAL e PLANTS

« BELCHIM « CORTEVA e RIJZ ZWAAN

« CAMBRICO « ENZA ZADEN « VALGENETICS
BIOTECH « FEDIS PROVE

Mediante sus aportaciones anuales, estos Socios Protectores proporcionan un
apoyo inestimable para que la SEF pueda acometer distintos objetivos —cientificos,
académicos y divulgativos—en el campo de la Fitopatologia. Como reconocimiento
a su papel en la SEF, la seccién que ya abrimos en el ndmero anterior de la revista
continda en este con otros dos de nuestros Socios Protectores, que nos dan una
vision general de las lineas de trabajo principales de su empresa y de la labor que
desarrollan en el 4rea de la Biologia de Plantas o de la Sanidad Vegetal.

Mejora genética de hortalizas ENZA ZADEN

Enza Zaden es una empresa de seleccion vegetal que desarrolla
y comercializa semillas de hasta 1200 variedades horticolas,
producidas en mas de 30 plantaciones repartidas por el mundo.
Desde hortalizas como el pimiento, el tomate o el pepino, hasta
frutas como el meldn o cultivos como el de la guindilla india, Enza
Zaden introduce unas 100 variedades nuevas cada afo.

El espiritu empresarial, la vision a largo plazo y el énfasis en la innovacion son las caracteristicas
que definen a nuestra empresa. Innovacién que esta apoyada por sus distintos grupos de
investigacion, donde el equipo de fitopatologia tiene un papel vital. Localizado en Almeria, el
equipo de fitopatologia se compone de un grupo de aplicaciéon y otro de investigacion, que
es responsable de identificar nuevos patégenos y de buscar y caracterizar nuevas fuentes de
resistencia a enfermedades.

El desarrollo de variedades resistentes es esencial para controlar la expansion de las
enfermedades, y para ello hacemos uso de colecciones de material cultivado o silvestre, las
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cuales se analizan en la busqueda de la resistencia adecuada. La finalidad es desarrollar
herramientas que permitan la seleccion en un programa de mejora usando marcadores, pruebas
de resistencia mas eficientes y el desarrollo de nuevos protocolos de diagndstico. Todas esas
pruebas, una vez puestas a punto, estdn organizadas por el grupo de aplicacién de patologia
que gestiona la implementacion de los protocolos para estudiar las resistencias y la organizacién
de los ensayos en coordinacién con los grupos de mejora.

Ademas de los proyectos internos, Enza Zaden colabora nacional e internacionalmente con
universidades, institutos publicos y otras empresas privadas del sector. Tanto colaboraciones
como incorporacion de personal con experiencia son prioridades para nuestra empresa. El
trabajo del fitopatdlogo ha cambiado mucho en los ultimos afios gracias al desarrollo de nuevas
tecnologias para el diagnoéstico o la evaluacion de sintomas. Seguramente, en los préximos
afios surgiran nuevos cambios y retos para los que estaremos preparados, puesto que, para
Enza Zaden, la innovacion es uno de sus valores fundamentales.

Compartiendo un futuro saludable

En Rijk Zwaan formamos una familia internacional de mas de

3300 compainieros. Todos juntos somos el foco de nuestra cultura

empresarial unica. Nuestro primer fin es ofrecer a cada uno de

nuestros empleados un duradero y agradable puesto de trabajo

con unas buenas condiciones laborales. Porque las personas que R”K ZWAAN
son capaces de desarrollarse y disfrutar de verdad de su trabajo

son aquellas que haran una aportacion vital a nuestra mision de

contribuir a un futuro saludable.

Como empresa de investigacion horticola, Rijk Zwaan se encuentra en el corazén mismo de la
sociedad. El mundo se enfrenta a numerosos desafios en términos de suministro de alimentos y
de salud, y tenemos el conocimiento necesario, la experiencia y recursos a nuestra disposicion
para tratar de resolverlos. Por ello, cada afio mas del 70 % de nuestros recursos se destina a
I1+D, donde nuestros departamentos de patologia juegan un papel crucial en la introgresion de
resistencias en nuestras variedades comerciales.

Nosotros creemos que trabajar juntos es la Unica manera para desarrollar variedades que estén
perfectamente alineadas con las necesidades del mercado. Por este motivo, continuamente
intercambiamos ideas con todos los eslabones en la cadena alimentaria y colaboramos
estrechamente con institutos de investigacion y universidades.

Trabajamos con una moral alta y tenemos una comunicacion transparente con todos nuestros
socios. Asi es como hemos logrado nuestra reputacion de empresa honesta con semillas de
alta calidad.

—~
w |
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N MEMORIAM

RicARDO FLORES PEDAUYE
(1947-2020)

lbrmcp

Por Jost Pio BELTRAN
Profesor de Investigacién ad honorem

VICENTE PALLAS
Profesor de Investigacién OPIS

IBMCP (CSIC-UPV), Valencia

El contexto

NOS encontramos en

la década de los se-

tenta en el Instituto de
Agroquimica y Tecnolo-
gia de Alimentos (IATA)
del CSIC. El IATA, cons- —
truido en 1966, era el bu- I
que insignia del CSIC en

-

Valencia, con permiso
del Instituto de Fisica
Corpuscular, creado con
anterioridad, en 1950,
y que se ha convertido
en uno de los referentes
de la ciencia hecha en
Valencia. De la mano
de Primo Ytfera, el IATA se erigié6 como un
premonitorio centro moderno de ciencia y
tecnologia en agroalimentacién; crisol donde
se fundirian esfuerzos que cristalizarian en di-
versos polos de creacion cientifica y desarrollo
tecnoldgico en las universidades valencianas,
en el Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (IVIA) o en el Instituto Tecnoldgi-
co de la Industria Agroalimentaria (AINIA),
ademads de ser el origen directo de dos centros
de investigacion, a saber, el Instituto de Bio-
logia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP,
CSIC-UPV) y el Centro de Investigaciones
sobre Desertificaciéon (CIDE, CSIC-UV-
GVA). Por otra parte, el IATA se ha conver-
tido en un centro de referencia en su 4mbito,
como ha puesto de manifiesto, por ejemplo,
recientemente, en respuesta a la crisis causada

g .Ili'_ V1,

L3

por la pandemia de la

COVID-19.

La parte “Agro” del IATA
era la mas reducida y es-
! taba liderada por Pascual

Cudat bajo la supervisiéon

de Primo Yufera. Pascual

Cufiat dedicaba sus es-

fuerzos, en el laboratorio
fundamentalmente,
al estudio de los residuos
de plaguicidas en suelos
y alimentos. Sin embar-
go, aparecieron por aquel
entrafiable  laboratorio
del IATA lo que podriamos calificar como un
conjunto de retazos que, con el tiempo, tras
muchos cosidos y recosidos amorosos, darfa
lugar a una preciosa y resistente colcha, que,
ain hoy en dfa, sigue incorporando retazos y
sirve de cobijo y es lugar en donde desarro-
llar la ciencia de las plantas: el IBMCP. Ini-
cialmente, los retazos fueron Vicente Coneje-
ro, profesor adjunto de la Citedra de Primo
Yifera que, sin pertenecer a la plantilla del
[ATA, contribuyé en gran medida al desarro-
llo de aquel grupo de investigadores que, con
frecuencia, pensaba mas en aprender que en
las aplicaciones del conocimiento, que eran
leitmotiv del IATA. Como muestra un botén:
los que investigdbamos las plantas querfamos
comprender el control del desarrollo de las
vainas de los guisantes, frente a quienes per-
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(Burgos, 9-12 junio de 2013) y suministradas por Carlos Briones.

Fotos de Ricardo Flores tomadas durante el XIl Congreso Nacional de Virologia

segufan desarrollos tecnoldgicos, que nos insis-
tfan en que estudidramos las semillas per se, sin
caer en la cuenta de que para que se desarrollen
las semillas es necesario que crezcan las vainas.
iFrutos sin semillas! Nuestro enfoque era una
especie de anatema. De ese hilo estiraba José
Luis Garcfa Martinez que, con el tiempo, se
convertirfa en un referente internacional del
control hormonal del desarrollo y, en especial,
en el modo de accién de las giberelinas. El
laboratorio, que mas adelante llegarfa a de-
nominarse Unidad de Biologfa Molecular y
Celular de Plantas “en evolucién”, se benefi-
ci6, también, del saber enzimoldgico de Juan
Carbonell Gisbert, doctorado en una de las
cunas de la Bioquimica espafiola dirigida por
Alberto Sols. Ricardo Flores Pedauyé, cuya
contribucion se mostrarfa imprescindible para
el desarrollo futuro del grupo, se incorporé a
principios de los setenta y comenzé su andadu-
ra midiendo enzimas como las ribonucleasas de
citricos, como lo harfa dos afios mds tarde José
Pio Beltran Porter con las peroxidasas.

El retazo que era Ricardo Flores Pedauyé estu-
di6 Ingenierfa Agronémica en la Escuela Téc-
nica Superior de Ingenieros Agrénomos de Va-
lencia y tan sélo dos afios después de obtener
su titulo de Ingeniero se licencié en Ciencias
Quimicas en 1971. Con ese bagaje y doble vi-
sién se incorporé al IATA para la realizacion
de su tesis doctoral. Ricardo Flores aunaba

entusiasmo, rigor intelectual y formacién en

Agronomia. La Bioquimica, como disciplina
académica, era todavia incipiente en Valencia.
Primo Yufera obtuvo la cdtedra de Bioquimica
y Quimica Agricola en 1964 y como director
del IATA favoreci6 el desarrollo de esta disci-
plina. La realizacion de la tesis en modo alguno
garantizaba el futuro profesional, asi que junto
a Ricardo Flores dedicamos muchos esfuerzos a
arrancar la Bioquimica en la Facultad de Cien-
cias Biol6gicas, consiguiendo hacer un hueco
para la creacién de un Departamento de Bio-
quimica que lideramos un grupo de profesores
no numerarios (PNN). Tanto Ricardo Flores
como José Pio Beltran llegarfan a dirigirlo. A
dicho departamento se incorporarian excelen-
tes profesores de Bioquimica como Juli Peretd,
Marisa Salvador, José Luis Rodriguez, Pedro
Carrasco o Joaquin Moreno, todos formados
en el laboratorio VI del IATA. M4s all4 de las
orientaciones y guias recibidas por parte de Pri-
mo Yifera y de Conejero, el rigor cientifico y
meticulosidad de Ricardo Flores, asi como el
interés por la aproximacién a la docencia de
la Bioquimica desde una perspectiva quimica,
le hizo sugerir que sometiéramos los programas
de las asignaturas que habiamos elaborado a la
critica y consejo de don Angel Martin Muni-
cio, quimico y catedrético de Bioquimica de la
Universidad Complutense de Madrid. Asi lo
hicimos; y fue la primera vez que nos exami-
namos, como quimicos, de Bioquimica. Don
Angel fue entrafiable con nosotros y de mucha
ayuda. Ricardo, por su parte, desarroll6 un pro-
grama de la asignatura de Bioffsica cuyas clases
y las de métodos de andlisis en Bioquimica son
atn celebradas por los alumnos y profesores del
momento.

Los inicios de su carrera

Ricardo Flores estudié las particulas nucleo-
proteicas asociadas al virus de la “tristeza de
los citricos” (CTV) para obtener su titulo de
doctor en 1975. Entre 1976 y 1977 se desplazo
al Departamento de Patologia de la Universi-
dad de California, en Riverside, como investi-
gador posdoctoral para investigar con Joseph
S. Semancik sobre otro patégeno cuyo mate-
rial genético, como en el caso del CTV, es el
RNA: el viroide causante de la enfermedad
conocida como exocortis de los citricos. Esta
época serfa definitiva para su trayectoria cien-
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tifica, pues Ricardo Flores se enamoré de los
viroides, patégenos de plantas —diminutos en
términos moleculares— constituidos por RNA
y que se encuentran en el limite de lo vivo. A
esa pasion, al estudio de los viroides, dedicé el
resto de su carrera cientifica. No fue facil ver
a Ricardo Flores a lo largo de su vida perder
la compostura y, no obstante, pudimos ver las
ldgrimas en sus ojos en un momento, hace mu-
chos afios, en el que se puso en duda la posi-
bilidad de que siguiera investigando en viroi-
des. A pesar de haber abandonado la docencia
académica, Ricardo Flores era un excelente pro-
fesor. Es dificil expresar con palabras la admi-
racion que despertaba Ricardo transmitiendo a
los demds su conocimiento. Para aproximarse
a su personalidad cientifica, es recomendable
visionar y escuchar a Ricardo en estado puro,
en la que probablemente fue su Gltima confe-
rencia divulgativa (disponible en el canal de
Youtube), cuando ya se sabia enfermo, titulada:
“Viroides y virus, en la frontera de la vida” en
un ciclo de conferencias denominado Encuen-
tros con la Ciencia, organizado por la Universi-
dad de Malaga. Ricardo Flores dedicé su vida a
hacer ciencia y a ensefiar ciencia, y ha termi-
nado siendo un retal deslumbrante en esa mag-
nifica colcha que es el IBMCP. Ricardo tenia
dos pasiones: la ciencia y su familia —su mujer
y sus hijos—, y sabemos que las dos le hicieron
muy feliz. Ademads, era un hombre progresista,
muy culto, devoraba libros, frecuentemente
biograffas de cientificos —la dltima que estaba
leyendo, la del quimico Perutz— a los que gusta-
ba situar en sus diversos paises y en sus situacio-
nes sociopoliticas temporales. Era una delicia
compartir con €l y con otros como Isabel Lopez

y Leandro Pefia, un café diario; momento que
nos permitia comentar el dltimo trabajo que
habia lefido o su preocupacién por y su estu-
dio de la enfermedad emergente de los citricos
conocida como “huanglongbing”, que predecia
que puede acabar con la citricultura en Espafia.
Ricardo era un cinéfilo empedernido y, mien-
tras pudo, hicimos una especie de cineférum
semanal, seguido de veladas con cena incluida
donde discutfamos la pelicula, arregldbamos
el mundo, debatiamos y disfrutdbamos de sus
diagnésticos sociales, la mayor parte de las
veces, acertados. Ricardo Flores coleccionaba
citas y aforismos sobre la ciencia y sobre la vida
misma. Entre las muchas que repetia, sirva una:
“Hay que dejar el mundo mejor que como esta-
ba cuando lo encontraste”. ;Y vayasi lo hiciste,
Ricardo! Puedes irte tranquilo, aunque siempre
permanecerds en nuestras cabezas y en nuestro
corazon.

Ricardo Flores, maestro de virélogos

La doble formacién académica, en Agronomia
y en Quimicas, no fue algo casual y le acom-
pafiaria el resto de su actividad investigado-
ra. No es de extrafiar, por tanto, que para su
estancia posdoctoral (Riverside, California),
eligiera trabajar con unos RNA pequefios que
desafiaban la frontera quimica de la vida —los
viroides— y que, al mismo tiempo, causaban
enfermedades agrondmicamente importantes
en citricos, cultivo estrella de la Comunidad
Valenciana y sustento de muchas familias en
aquellos afios.

A su vuelta inicié una fructifera investigacién
con este tipo de pequefios RNA patogénicos
en la Unidad de Biologia Molecular y Celu-
lar de plantas del [ATA, anteriormente citada.
Al principio, su investigacién fue esencial-
mente descriptiva, si bien, muy meritoria. Su
perseverancia, intuicién y capacidad analitica
le permiti6 identificar y caracterizar, junto a
sus correspondientes doctorandos, nuevos
viroides en la vid, lipulo, melocotonero, peral,
manzano, cerezo y crisantemo, asi como publi-
car estos trabajos, esencialmente fitopatoldgi-
cos, en revistas del prestigio de PNAS, EMBO
J. o NAR. Estos trabajos, realizados a finales
de la década de los 80 y principios de los 90,
le dieron un tremendo prestigio internacional


https://www.youtube.com/watch?v=MEl5xjMO8MI

hasta el punto de que, en los congresos espe-
cializados, los fitopatélogos “de campo” lo bus-
caban (en realidad, tanto como él a ellos) para
que estudiara una enfermedad concreta, posi-
ble candidata a estar causada por un viroide.
Uno de ellos le llegé incluso a retar diciéndole
“a ver si puedes con este”. Ya lo creo que pudo.
Fue otro PNAS. En esa época, uno de los que
suscribe este articulo, doctorando suyo, fue
testigo directo del profundo respeto y admira-
cién que Ricardo tenfa por estos fitopatélogos
de campo, comentando de manera persisten-
te a quien tuviera por delante que una PCR
oculaire de estos fitopatélogos era, a veces,
mucho mds valiosa que una PCR moleculaire
(un recuerdo muy especial a J. C. Desvignes y

a P. Gentit).

Su pasién por la Quimica hizo que, en una
segunda etapa, se aventurara en investigacio-
nes mds fundamentales del ciclo de infeccién
de los viroides. La casualidad quiso que algu-
nos de estos pequefios RNA tuvieran actividad
autocatalitica, disparando una brutal tormenta
de ideas y conectando estos patégenos con el
mundo de RNA primordial como protagonis-
ta preferente en el origen de la vida; aspecto
que Ricardo aproveché con maestria para cul-
tivar su capacidad divulgadora y llegar al gran
ptblico. Fue también en esta segunda etapa de
su actividad investigadora cuando Ricardo hizo
notabilisimas contribuciones cientificas rela-
cionadas con el ciclo de replicacién de los vi-
roides y con los mecanismos de patogénesis en
sus respectivos huéspe-
des, publicando los re-
sultados en las mejores
revistas. Tuvo, en esta
etapa, tiempo y energfa
para, ademds de los vi-
roides, dedicarle tiem-
po a los virus, retoman-
do asf el patosistema en
el que se inici6 en in-
vestigacion (la “tristeza
de los citricos”) y para
contribuir, junto con su
colega y amigo Pedro
Moreno, a clarificar la
situacién de esta enfer-
medad de los citricos y
de su agente causal.

A sus 19 doctorandos nos inyect6 [sic] una pa-
sién y dedicacion por la ciencia dificilmente
igualables que perdurard en nuestra memoria.
Muchos de sus antiguos doctorandos somos
profesores o investigadores permanentes de la
universidad, el CSIC o el Consiglio Nazionale
della Ricerca (Italia). Ricardo recibié impor-
tantes distinciones, aunque nunca alardeaba
de ninguna de ellas. Miembro honorario de la
Academia de Ciencias de Hungrfa, vicepresi-
dente de la Sociedad Espafiola de Virologfa y
receptor de su distincién bianual, y Placa de
Honor de la Asociacién Espafiola de Cienti-
ficos. Pero, sin duda, su mejor premio fue dis-
frutar de una familia modélica que lo queria y
admiraba y de la cual se sentia muy orgulloso.
Su Marita, excelente profesora de Quimica,
su hija Marfa, magnifica arquitecta, y su hijo
Ricky, doctor en Ciencias Econémicas.

Para acabar, una anécdota que define a la per-
feccién la personalidad de Ricardo. En la épo-
ca en la que muchas de las suscripciones a las
revistas cientificas las hacfan los propios in-
vestigadores y el resto las instituciones, habia
obviamente dos precios: uno, institucional; y
otro, como suscripcién personal, que era sen-
siblemente mds barato. Ricardo estaba suscrito
a una revista que era especialmente cara. En
una conversacion telefénica se le oy6 protestar
elocuentemente: “;Ustedes me han cobrado
como si yo fuera una institucién y yo no soy

"1

una institucién!”. Una de las pocas veces en las

que Ricardo se equivocé. Lo ha sido y lo sera.

o~
A

74>>

(



SOCIEDAD ESPANOLA DE FITOPATOLOGIA (SEF)

Dpto. de Proteccién Vegetal, Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA).

Socios protectores de la SEF:
Ctra. de La Corufia Km 7,5, Madrid-28040.

Teléfono: 913 364 532 /918373 112
sef@sef.es /| www.sef.es {"""\""} ISSN (digital): 2659-2975

Coordinadores de la revista:

NIEVES CAPOTE MAINEZ /| CARMEN HERNANDEZ FORT .’. BELCHIM

CROP PROTECTION

Colaboradores de este niimero:

Jost M® BELLES M2 PiLar LOpPEZ-GRESA JAVIER ROMERO CAMBRI(®
JosE Pio BELTRAN PORTER JUAN ANTONIO NAvAs ANA BeLEN Ruiz GARCia BIOTECH
MaARiA ELENA CARTEA ANTONIO OLMOS CASTELLO  BEATRIZ SABATER-MURNOZ

GONZALEZ VICENTE PALLAS BENET PIiLAR SOENGAS FERNANDEZ CITROSO 7
DOLORES FERNANDEZ-ORTUNO JuaN EMILIO PALOMARES Rius  FraNcisco VAzQUEz ProL
MARTA FRANCISCO CANDEIRA ~ ANa MARIA PASTRANA LEON  PABLO VELASCO PAZOS P ——
PauLa GALARZA CELIA PAYA FraNcIsSCcO VERA § DE INGENIEROS
CARMEN HERNANDEZ JuLia Perez ANTONIO VICENT / AGRONOMOS
JESUS V. JoRRIN-NoOVO IsMAEL RODRIGO M2 CARMEN VIVES GARCIA

ELENA LAZARO VicToR MANUEL RODRIGUEZ /& CORTEVA
PURIFICACION LISON GRANA agriscience

ENZA ZRDEN

Miembros de la Junta directiva de la SEF:

Presidente: VICENTE PALLAS Vocales: NIEVES CAPOTE @ 7___‘
Vicepresidente: CAROLINA ESCOBAR CARMEN HERNANDEZ
S 5 500 M Dieco OLmo
ecretaria: ARANZAZU MORENO e e
Tesorero: FRaANCISCO CAZORLA ANTONIO VICENT
Edicién y coordinacién: Disefio y Pédgina web:

maquetacion:

ANTONIO V. ROBLES
TIf: 675 651 107

AticiA IrurzuN (Editorial Hélice)
Alberto Aguilera 13, 42 izda.
28015 Madrid. TIf: 91 548 11 90

ANTONIO VICENT y
Diego OLmMo

La responsabilidad del contenido de las colaboraciones aqui publicadas corresponderd a sus autores, quienes autorizan la
reproduccién de sus articulos e imdgenes a la SEF exclusivamente para esta revista. La SEF no hace necesariamente suyas
las opiniones o los criterios expresados por sus colaboradores. RUK ZWAAN

© Sociedad Espaiiola de Fitopatologia, 2021. Reservados todos los derechos. El contenido de la presente publicacién
no puede ser reproducido, en ninguna forma, ni por ningrin medio, sin la previa autorizacién por escrito del titular de los

derechos de explotacion de la misma.

PORTADA: Las ciencias dmicas, como herramientas para el estudio de un gran nimero de moléculas implicadas en el funcionamiento de la planta
expuesta a potenciales patégenos.

Tiras de fotos en paginas 58 a 61, procedentes de los socios de la SEF: e Seccién de pseudoteca de Didymella rabiei [J. Navas

® Phytophthora capsici [Juana Péez, 11/9/2012] 4/10/2012]

® Moteado en hoja de nispero (Fusicladium eriobotryae) [SEF, 3/10/2012] ® Polymyxa betae en remolacha [P. Garcia-Benavides e I.

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

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

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