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Resumen

La introducciéon de nuevos patégenos, enfermedades emergentes y la aparicion de nuevas enfer-
medades a consecuencia de saltos de hospedante afectan a nuestros bosques, y representan nuevos
retos de gran complejidad para la patologia forestal. Estos fendmenos aparecen en un contexto de
cambio climéatico y cambio de uso del bosque y requieren de una gran rapidez de respuesta. Las téc-
nicas moleculares del andlisis del ADN son una herramienta clave para dar respuestas a las demandas
de los técnicos y la sociedad en general. Estas técnicas permiten obtener respuestas rapidas y precisas
sobre la identidad del patdégeno y su origen. Dependiendo del tipo de marcador, se pueden entender
procesos a diferentes escalas y niveles: comunidad, especie, poblacion o individuo. Por ejemplo, la
estructura genética de la poblacion da informacion sobre el modo de dispersion y el tipo de reproduc-
cion predominante: sexual o asexual. El ADN puede servir para cuantificar y detectar el patdgeno
directamente en tejidos o substratos, sin necesidad de observar la enfermedad. El uso de marcadores
genéticos puede facilitar la seleccion de variedades resistentes. Ademas de estudiar el patdgeno como
una especie aislada, podemos describir toda la comunidad microbiana con la que va asociado. Al con-
trario del ADN, el estudio del ARN permite entender qué procesos estan activos a nivel celular tanto
por parte del patdgeno como por parte del hospedante. En el estudio de la comunidad microbiana, el
ARN permite distinguir, de entre las especies presentes, aquellas fisiologicamente activas.
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INTRODUCCION

La patologia forestal se enfrenta hoy en dia a
problemas de gran complejidad. Patégenos inva-
sores, enfermedades emergentes, nuevas enferme-
dades fruto de combinaciones nunca vistas de
patégenos y hospedantes o incluso nuevos patoge-
nos fruto de las hibridaciones amenazan las masas
forestales en todo el mundo. En Espafia, existe un
alto nimero de patologias forestales en expansion,
especialmente aquellas causadas por especies
invasoras de patdgenos forestales como el nema-
todo del pino (Bursaphelenchus xylophilus),
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Fusarium circinatum, agente causante del chancro
resinoso del pino o Phytophthora alni en los ali-
sos. No hay que olvidar especies invasoras que ya
estan establecidas en la peninsula ibérica y que
contintian causando dafios, como Cryphonectria
parasitica agente causante del chancro del casta-
fio, Ophiostoma novo-ulmi causante de la grafio-
sis del olmo o Phytophthora cinnamomi asociada
a la seca de quercineas; asi como aquellas que
podrian aparecer en el futuro como Ceratocystis
platani, en platanos, o Chalara fraxinea en fres-
nos. Para hacer frente a estas amenazas, los gesto-
res, politicos y la sociedad en general demandan
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soluciones basadas en hechos cientificos. Los téc-
nicos e investigadores en patologia forestal deben
ser capaces de mostrar en poco tiempo la identi-
dad del patogeno, su biologia, la etiologia de la
enfermedad que provoca, asi como medidas de
control. La longevidad y envergadura de las masas
forestales hace que los experimentos sean a veces
lentos a la hora de dar respuestas. Las técnicas
moleculares de andlisis del ADN son una herra-
mienta poderosa que permite agilizar cuestiones
bésicas como: ;Cudl es el patégeno? ;De donde
viene? ;Como se reproduce? ;Donde estd?
(Como ataca al hospedante? ; Como se defiende el
hospedante? ;Dénde y como se dispersa? ;Con
qué otros microrganismos interacciona? Todas
estas cuestiones son relevantes respecto a como
vamos a gestionar la enfermedad. En esta revision
se van a dar ejemplos de como diferentes herra-
mientas moleculares pueden ayudarnos a resol-
verlas. El lector familiarizado con el fundamento
de las técnicas moleculares puede obviar los pri-
meros puntos: ;Porqué mirar en el ADN?. “La
PCR: el fundamento...” e ir directamente siguien-
te parrafo: ;Cudl es el patégeno?

:PORQUE MIRAR EN EL ADN?

La principal ventaja del estudio del ADN es
que estamos leyendo directamente las instruccio-
nes para generar aminoacidos que luego van a
generar proteinas, tejidos, y en definitiva los
organismos mismos. Si dos organismos son dis-
tintos, bien a nivel morfoldgico o a nivel enzima-
tico, diremos que tienen o muestran un fenotipo
diferente. Si realmente son organismos diferen-
tes, estas diferencias van a ser el resultado de
diferencias en alguna parte de su genoma (geno-
tipo). En cambio, podria tratarse del mismo orga-
nismo y mostrar diferencias debido al ambiente
en el que se ha realizado la observacion. A la
hora de diferenciar organismos es mas robusto
mirar directamente a los genes (genotipo) que al
fenotipo, fruto de la interaccion del genotipo con
el ambiente. Dicho de otra manera, cuando acce-
demos a una secuencia de ADN estamos miran-
do directamente a la informacion que genera esas
diferencias, sin los efectos del ambiente. El ADN
estd en el nicleo y en las mitocondrias de las
células. En los aproximadamente 10.000 genes
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que contiene el genoma de un hongo (tomando
los hongos como ejemplo de patégeno) es funda-
mental mirar en el sitio adecuado del genoma,
para obtener la informacion correcta. Una vez
sepamos donde, las técnicas moleculares permi-
tiran leer directamente esa parte del genoma. La
técnicas moleculares deben su éxito a que inclu-
yen tres caracteristicas deseables de toda meto-
dologia: son replicables, facilmente transferibles
y conceptualmente simples. El hecho de que sean
transferibles facilita mucho la tarea de decidir
qué y como estudiar una determinada zona del
ADN. Si un segmento de ADN ha servido en una
especie para resolver una cuestion, muy proba-
blemente servird en otra. Para el principiante, el
uso de estas técnicas requiere familiarizarse con
una notable cantidad de vocabulario y acroni-
mos. La mayoria de estos términos se refieren a
diferentes técnicas, genes o plasmidos.

LA PCR: EL FUNDAMENTO DE LAS
TECNICAS MOLECULARES

Haciendo honor a la tendencia de usar acroni-
mos, la técnica fundamental del analisis del ADN
es la llamada PCR, del término inglés “Polymera-
se Chain Reaction”, denominada en castellano la
reaccion en cadena de la polimerasa. Esta técnica
se basa en amplificar una determinada secuencia
del genoma. El proceso consiste en tres etapas:
extraccion, amplificacion y visualizacion. En la
etapa de la extraccion se rompen las paredes celu-
lares para liberar el ADN que se encuentra en el
ntcleo y las mitocondrias. Tras las etapas de cen-
trifugacion y lavado se obtendré una disolucion de
ADN. Dependiendo de la cantidad inicial de teji-
do, se va a conseguir mds o menos cantidad. El
ADN va a estar mas o menos mezclado con otras
substancias que pueden inhibir el siguiente paso
que es la amplificacion. En las células, el ADN
estd agrupado en cromosomas formando cadenas
larguisimas de ADN. Cuando se rompen las pare-
des celulares lo hacemos mecéanicamente, y por
tanto también se trocean las cadenas del ADN. Un
mayor troceo aumentara la posibilidad de romper
también el segmento de ADN que interesa.

El siguiente paso es la amplificacion.
Amplificar en este caso consiste en aumentar la
concentracion del segmento de ADN que intere-
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sa. Este proceso se hace afiadiendo a nuestra
muestra de ADN una enzima llamada polimera-
sa, y para que ésta sepa qué copiar, se aiaden una
secuencia de comienzo y una de terminacion
correspondiendo con los flancos de la zona obje-
tivo, llamados cebadores o “primers” en inglés.
La enzima copia la cadena de ADN original de
nuestra muestra afiadiendo nucleétidos los adeni-
na (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T),
que también se afiaden a la solucién, para ir for-
mando una copia exacta de ese fragmento. En
nuestra muestra va a haber muchas copias origi-
nales por donde empezar a copiar, porque habre-
mos extraido ADN de muchas células a la vez.
La polimerasa copia de las copias, de manera que
la concentracién de ADN de la secuencia de inte-
rés crece exponencialmente. La amplificacion se
realiza en 30-40 ciclos cambiando la temperatu-
ra para facilitar el copiado o el enganche de los
cebadores a las nuevas copias.

El resultado de este enriquecimiento se
observa al final del proceso cuando visualizamos
el ADN en un gel de electroforesis. Ponemos una
pequeiia cantidad de nuestra amplificacion en un
extremo de un gel y luego se genera corriente en
ambos lados del gel de manera que el polo posi-
tivo atrae el ADN (con carga negativa), a la vez
que se le fuerza a pasar por dentro del gel. Una
mayor longitud de las cadenas de ADN de nues-
tro producto provocara una mayor resistencia, de
manera que las cadenas se separaran dependien-
do de su tamafio. La longitud de las cadenas se
mide en pares de bases (bp), las mas cortas avan-
zaran mucho y las mas largas apenas se moveran.
El gel se mezcla con bromuro de etidio, una
substancia que se adhiere al ADN y hace que éste
brille a la luz ultravioleta. Debido a que hemos
amplificado una secuencia concreta de una deter-
minada longitud vamos a ver una banda brillante
a una cierta distancia. El resto del ADN de la
muestra inicial sigue estando ahi y también va a
moverse dentro del gel, pero debido a que no ha
sido amplificado, no va a ser posible visualizarlo
al estar a una concentraciéon mucho menor. Con
esta técnica podemos obtener 2 tipos de informa-
cion respecto a una determinada zona: la longi-
tud entre cebadores, y la presencia/ausencia. Tras
realizar la PCR sigue una innumerable lista de
técnicas para completar la identificacién, como
por ejemplo cortar el ADN en determinados pun-
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tos que nos interesen con diferentes enzimas,
mediante una técnica llamada polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP).
Sin embargo, hoy en dia el paso natural después
de la PCR es la secuenciacion. Con este paso se
obtendra directamente la secuencia de nucledti-
dos. Las secuencias se comparten en diferentes
bases de datos de internet donde se pueden com-
parar y comprobar a qué especie y a qué zona del
genoma corresponden mediante una aplicacion
llamada BLAST (ALTSCHUL et al., 1997).

(CUAL ES EL PATOGENO?

Larespuesta a esta pregunta representa un gran
avance en el diagndstico de una enfermedad vy,
aunque obvia en muchos casos, no siempre resulta
facil. Responder a esta pregunta normalmente pasa
por nombrar la especie, y por eso es importante
revisar la diferencia entre como definimos una
especie y qué hacemos para reconocer una especie
en realidad. WILEY (1978) definié una especie
como un linaje simple de poblaciones ancestrales-
descendientes que mantienen su identidad de otros
linajes y que tienen sus propias tendencias evoluti-
vas y destino histérico. El problema con esta defi-
nicion es que no establece un criterio claro a seguir
a la hora de diferenciar una especie de otra. Por
eso, tradicionalmente se han usado criterios mor-
folégicos, basados en diferencias de forma, o bio-
16gicos, basados en la capacidad que tienen los
individuos de diferentes especies de cruzarse y
generar descendencia fértil. El uso de estos dos cri-
terios en el caso de hongos es complejo y a veces
engafioso. Diferenciar patégenos mediante crite-
rios morfoldgicos requiere de mucha experiencia a
la hora de entender claves sistematicas por la
ausencia en muchos casos de 6rganos distintivos
como esporas o estructuras reproductivas, que son
ademas muy especificos de cada division. El ele-
vado nimero de especies (estimaciones recientes
hablan de 5,1 millones de especies de hongos
(BLACKWELL, 2011)), y la falta de descripciones
para muchas de ellas, complica aun mas este tipo
de identificacion. Los criterios biol6gicos también
son problematicos. Detectan un rasgo, la incapaci-
dad de aparearse o inter-esterilidad, que ocurre (si
es que ocurre) dependiendo de cémo se hayan
generado las especies. Dos especies se pueden
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generar mediante un proceso alopatrico o simpatri-
co. Cuando las especies se forman debido a un pro-
ceso alopatrico lo hacen tipicamente debido al ais-
lamiento geografico de dos poblaciones. El aisla-
miento impide el intercambio genético y hace que
por ejemplo dos poblaciones A y B evolucionen de
manera diferente adaptindose a sus respectivos
ambientes a y b. Las poblaciones A y B, con el
tiempo, devienen especies, y aunque estas acaben
siendo muy diferentes a nivel morfolégico, no
existe ninguna razén evolutiva para eliminar la
capacidad para aparearse que tenian al principio.
Si en cambio la barrera geogréfica desaparece, las
dos especies van a encontrarse y la evolucion va a
determinar si van a fundirse otra vez o si existe
alglin incentivo para conservar su identidad. Si
existe tal incentivo, la incapacidad de aparearse va
a ser un rasgo ventajoso y por tanto va a tender a
aumentar. Un ejemplo de incentivo podria ser que
los individuos hibridos (AB) no se adaptasen bien
aninguno de los ambientes a y b. Esto causaria una
seleccion negativa hacia aquellos individuos que
pudieran aparearse y por tanto existiria una selec-
cion hacia una mayor inter-esterilidad (GARBELOT-
TO et al., 1998; OLIvaA et al., 2011). En conclusion,
al contrario de lo que ocurre en un ambiente sim-
patrico, en especiacion alopatrica el aislamiento
geografico actia como barrera reproductiva y por
lo tanto no hace falta generarla.

El uso del concepto filogenético de especies
resuelve los problemas del método morfoldgico,
ya que observa las diferencias directamente en
los genes (genotipo), sin la influencia del
ambiente. Ademds no se necesita un medio de
cultivo para hacer fructificar al patégeno y
podemos estar seguros de que los rasgos que
estamos observando, como la coloracién o el
tamafo de las esporas, no son el resultado del
ambiente. El aislamiento reproductivo debido a
condiciones simpatricas o alopétricas produce
una diferenciacion genética. La deteccion de
una especie se basa en el estudio de cémo han
evolucionado diferentes genes. La evolucion de
los genes se estudia mediante arboles filogenéti-
cos. Los arboles muestran semejanzas entre las
secuencias, cada secuencia correspondiente a un
individuo diferente. Los limites de la especie
vienen definidos por la superposicion de dife-
rentes arboles filogenéticos de diferentes genes.
Si vemos que el mismo patron de drbol se repite
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entre diferentes genes, probablemente indique
que no existe intercambio genético entre €sos
grupos de secuencia. Eso muestra que esas par-
tes de la secuencias estan fijadas en la especie. A
partir de ese punto, existirdn incongruencias, ya
que dentro de las especies existira cierta varia-
cién genética de alelos. No todos los genes evo-
lucionan igual, ni todas las partes de los genes
evolucionan igual, por lo tanto, un determinado
gen puede mostrar variacion entre ciertos gru-
pos, pero puede que otro esté fijado (sea el
mismo) entre los mismos grupos. Habra partes
de los genes que evolucionen més rapidamente,
ya que son necesarios para adaptarse (seleccion
positiva), y otros que por no ser tan importantes
vayan a sufrir procesos de seleccién negativa,
donde sélo aquellas combinaciones dafiinas se
eliminen de la poblacion. Es importante usar
mas de un gen para poder detectar efectivamen-
te si existe intercambio genético o no, y poder
asignar diferentes secuencias a la misma espe-
cie. DETTMAN et a/. (2003) mostraron la superio-
ridad del reconocimiento filogenético en el caso
del ascomiceto Newurospora. Demostraron que
dos especies morfologicas de Neurospora -
Neurospora crassa 'y Neurospora intermedia -
inicialmente subdivididas en 5 especies bioldgi-
cas, correspondian en realidad a 8 especies filo-
genéticas. Las 3 especies no mostradas por el
método de reconocimiento bioldgico no habian
desarrollado inter-esterlidad. Para ello utilizaron
el arbol filogenético de 4 /oci diferentes, enten-
diendo /ocus como una parte de un gen.
Mediante PCR buscamos amplificar zonas
de aprox. 1.000 bp, distancia que normalmente
abarca s6lo una parte del gen, ya que los genes
suelen ser mas largos. Los genes tienen 2 tipos de
secuencias que se van alternando, los intrones y
los exones. Los exones son las secuencias que
codifican proteinas, mientras que los intrones se
eliminan al madurar el ARN y no codifican. Las
mutaciones en los exones pueden ser dafinas
para la célula por eso la evolucién las ha ido eli-
minando, en cambio las mutaciones en los intro-
nes no tienen ningtin efecto y al estar dentro del
mismo gen que los exones se transmiten a la pro-
genie. Una de las estrategias es copiar el intron
(variable) utilizando los exones (fijos) como
anclaje de nuestra PCR. Un proceso similar a
éste es el que se usa cuando amplificamos la
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region de ADN correspondiente al espaciador
transcrito interno (ITS), cominmente usada para
identificar hongos. Las regiones ITS se encuen-
tran dentro del gen que se utiliza para hacer los
ribosomas. Este gen es singular ya que el ARN
no se traduce en proteinas, ya que los ribosomas
estan hechos de ARN. Los ribosomas son estruc-
turas de las células que traducen el ARN mensa-
jero en proteinas. Estan en todos los organismos,
tanto eucaridticos (hongos, nematodos, strame-
nopiles) como procaridticos (bacterias, arquea).
En este caso, aunque no se trate de un gen
comtn, se sigue la misma logica: los cebadores
se ponen en las regiones mds conservadas (no
variables entre especies), tales como las regiones
18S y 28S que hacen de flancos a las regiones
variables, ITS 1 y ITS 2, y a una pequefia zona
que si codifica llamada 5.8 S (GARDES & BRUNS
1993). La presencia de un determinado alelo
(variacion en la secuencia de un gen) en por
ejemplo la region ITS1 puede ser diagnostico en
caso de que todos los individuos de esa especie
lo tengan, y no exista en otras especies cercanas.

No todas las especies tienen por qué presentar
variabilidad en la region ITS. Esta region puede
ser suficiente para diferenciar entre diferentes gru-
pos de especies dentro de un género. Por ejemplo,
en el género Armillaria, la region ITS diferencia
entre dos grupos de especies, Armillaria ostoyae 'y
A. borealis, y Armillaria cepistipes y A. gallica,
pero no es suficientemente variable para diferen-
ciar entre los dos pares de especies (SICOLI et al.
2003). Para solucionar este problema, podemos
afiadir mds genes a nuestro andlisis. Habitualmen-
te se van a usar genes de mantenimiento (o “house
keeping” en inglés), como (-tubulina (asociado al
cito-esqueleto de las células), el factor de elonga-
cion a o los genes ribosdmicos, presentes en todos
los organismos. Hoy en dia existen iniciativas para
estandarizar un método de codigo de barras para
los hongos con el que identificar todas las espe-
cies. Sin embargo, existen ciertos grupos en los
que probablemente mas de 5 genes van a ser nece-
sarios para obtener una correcta resolucion a nivel
de especies (ROE et al., 2010). La ventaja de los
genes ribosomicos frente a otros es también el alto
nimero de copias que existen en el genoma p.ej.
150 copias en Saccharomyces cerevisiae, lo que
incrementa las posibilidades de obtener copias
intactas después del proceso de extraccion. La
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region ITS presenta ademas la ventaja de que exis-
te un alto ndmero de secuencias en la red (Gen-
Bank, NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gen-
bank/), con las que podemos obtener facilmente la
identidad de nuestro patogeno, o al menos una
buena estimacion del género. Definir las poblacio-
nes locales como una especie diferente, no es un
asunto trivial. En Nueva Zelanda, la aplicacién de
cuarentena para madera con riesgo de traer Hefe-
robasidion annosum se baso en el hecho de que la
especie de Heterobasidion local era diferente
(BucHANAN, 1988) y por tanto importar una espe-
cie nueva era un riesgo potencial. Al mismo tiem-
po en Europa aun se consideraban la tres especies
H. annosum s.s. H. parviporum y H. abietinum
como una sola especie. Unos afios més tarde se
demostraba que en Italia, una especie americana
de Heterobasidion causaba dafios en Pinus pinea
(GARBELOTTO et al., 2009) y se estaba hibridando
con las especies nativas (GONTHIER & GARBELOT-
TO, 2011). La invasién por Heterobasidion irregu-
lare, nativo de Norte América, pasé desapercibida
hasta que, mediante métodos moleculares se
demostré que los individuos detectados eran de
otra especie y que habian sido introducidos al
construir cuarteles con madera infectada durante la
segunda guerra mundial (GONTHIER et al., 2004).

:DE DONDE VIENE EL PATOGENO?

Los patélogos forestales habitualmente estan
familiarizados con los patdgenos tipicos de su
region. Sin embargo, es cada vez mas comun la
aparicion de organismos invasores introducidos
de otras regiones del planeta, a su vez desconoci-
dos por los técnicos locales. Al encontrar un
nuevo patégeno, existen dos posibilidades: ya
estaba y no habia causado dafios, o acaba de lle-
gar. Para tratar estas cuestiones debemos enten-
der lo que ocurre a nivel de poblacion dentro de
la especie. Los patdgenos invasores tienen nor-
malmente una estructura de poblacion diferente a
la de un patégeno nativo. Son menos variables, y
puede que soOlo se reproduzcan asexualmente
debido a la falta de otros individuos compatibles
con los que cruzarse y generar descendencia.

Al colonizar un nuevo sitio la poblacion
sufre un proceso de deriva genética llamado
efecto fundador. Los alelos de los genes de los
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patdgenos invasores se amplifican p.ej. si coge-
mos 20 individuos de la poblacién original y
1/10 tiene una mutacién en un gen, en la pobla-
cion invasora originada de un solo individuo, o
ninguno va a tener la mutacion o todos la van a
tener. Si la tienen, se dice entonces que el alelo
se ha fijado. Un proceso similar ocurre cuando la
poblacion experimenta un cuello de botella. Una
manera de detectar patdgenos introducidos es
por una alta frecuencia de alelos infrecuentes en
la poblacién (GArRzA & WILLIAMSON, 2001) ya
que el proceso de deriva genética probablemente
habré causado una diferenciacion entre la pobla-
cion original y la invasora. Es posible usar mar-
cadores moleculares que permitan diferenciar
poblaciones, y ver a qué poblacion pertenece
nuestro patogeno desconocido. En este caso
vamos a tener que usar marcadores aun mas
variables que los empleados para diferenciar
entre especies, ya que se buscardan diferencias
dentro de la especie. Como se ha dicho anterior-
mente, a veces se necesita mas de un gen para
observar variabilidad dentro de una especie. En
consecuencia, el nimero de genes para observar
variabilidad dentro la especie va a ser ain mayor.
En esos casos se suele buscar variabilidad en
todo el genoma mediante distintas técnicas tales
como mini-satélites, la amplificacion aleatoria de
ADN polimérfico (RAPD), polimorfismos en la
longitud de fragmentos amplificados (AFLP) o
polimorfismos de nucleétido simple (SNP).
Todas estas técnicas, de una manera u otra, bus-
can la presencia o ausencia de marcadores en
diferentes sitios del genoma. Haciendo un simil
con humanos, estariamos buscando, al azar,
genes que dieran informacion del color de los
0jos, el pelo o la piel. Con estos genes vamos a
agrupar los organismos en distintas poblaciones
conocidas, y vamos a ver a qué grupo se asignan
las secuencias de nuestro patdégeno invasor.
Existen numerosos ejemplos en la literatura de la
informacion que este tipo de estudios puede
generar. Por ejemplo, el caso de Armillaria
mellea en Sudafrica que segun técnicas molecu-
lares (i) se clasific en el mismo grupo que todos
los demas aislamientos de Europa, indicando su
probable origen por parte de los colonizadores
holandeses y (ii) no presentaba ningtin tipo de
variabilidad en los marcadores usados, indicando
un tipo de reproduccion asexual (COETZEE et al.,
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2001). Todos los aislamientos encontrados se
correspondian en realidad con un clon que se
habia expandido mediante rizomorfos. De este
tipo de datos se puede estimar que la capacidad
de este invasor de evolucionar y adaptarse al
nuevo ambiente va a ser baja debido a la incapa-
cidad de recombinarse y generar variabilidad.
Existen buenos ejemplos del efecto fundador en
patogenos introducidos como el caso de
Ceratocystis platani en Grecia e Italia proceden-
te del este de los Estados Unidos (OcAsIO-
MORALES et al., 2007), o la aparicion de
Teratosphaeria nubilosa en plantaciones de
eucalipto en Uruguay, probablemente proceden-
te de la Peninsula ibérica (PEREZ et al., 2009).

{CUANTO PATOGENO HAY?

En los casos en los que sabemos el origen y la
identidad de nuestro patégeno, puede interesar
cuanto y donde se encuentra. En muchos casos la
observacion directa no va a ser posible debido a
que no vamos a observar sintomas o signos claros
del mismo. Este tipo de cuestiones aparecen
cuando queremos saber si un determinado pato-
geno sobrevive el invierno en el suelo o puede
dispersarse por estar latente dentro de las semi-
llas. En estos casos el uso de la PCR convencio-
nal puede presentar ciertas limitaciones, dando
lugar a falsos negativos. En los casos en los que
no amplifiquemos un producto (no veremos una
banda en el gel) no sabremos si realmente no
habia patogeno o sencillamente habfa muy poco.
Para resolver este problema, podemos usar una
técnica basada en la PCR llamada PCR cuantita-
tiva mucho mas sensible que la primera. La PCR
cuantitativa sigue el mismo proceso que una PCR
convencional, en la que se hace un seguimiento
en tiempo real de como se va amplificando el pro-
ducto. El seguimiento se hace generalmente por
dos métodos, Tagman® y SYBR Green, que man-
dan una sefial cada vez que se realiza una copia
de nuestra regién de interés. Como se ha comen-
tado antes, en cada ciclo la PCR copia de las
copias del anterior ciclo, de manera que genera un
crecimiento de tipo exponencial, con un exponen-
te de 2. Con este exponente, la curva empieza a
crecer en un determinado momento de manera
explosiva. En la PCR cuantitativa medimos el
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tiempo necesario para detectar ese crecimiento.
El tiempo, en este caso se mide en ciclos.

El método Tagman, a diferencia del método
de SYBR Green, esta basado en dos cebadores
(como la PCR) y en una sonda, que se adhiere en
alguna parte de la secuencia entre ambos cebado-
res. Como se ha comentado antes, es habitual
poner los cebadores en zonas conservadas a
ambos lados de la zona variable que contiene la
informacion. Con el método Tagman se puede,
por ejemplo, detectar o cuantificar diferentes
especies de Phytophthora en el suelo, en una sola
reaccion afiadiendo solamente diferentes sondas
especificas (SCHENA et al., 2006). Los sensores
de PCR cuantitativa son mucho mas precisos que
la observacion directa en un gel, por lo tanto, esta
técnica se utiliza no sélo para cuantificar sino
también para detectar cantidades muy pequefias.

.DONDE SE DISPERSA EL PATOGENQ?

En funcién del marcador empleado, el estudio
del ADN permitira profundizar a diferentes nive-
les dentro de la misma especie, o incluso entre
especies. Si tenemos marcadores muy variables
como por ejemplo microsatélites o SNPs, podre-
mos seguir la evolucion no de una especie, sino
de un determinado individuo de la especie. Este
aspecto abre una nueva dimension en los postula-
dos de Koch en los que no sélo puede ser titil re-
aislar al patégeno una vez ha causado la
enfermedad sino comprobar que se trata del
mismo individuo. Este aspecto es especialmente
importante en estudios de inoculacién en campo
donde el patégeno de interés también ocurre de
manera natural. El estudio de cémo se distribuyen
en el bosque diferentes individuos de un patoge-
no dari, como en el caso de Armillaria en
Sudafrica, informacion de cédmo se reproduce,
pero también puede proporcionar informacion
relevante de la epidemiologia. ; Como se distribu-
yen los diferentes genotipos (individuos) entre y
dentro de los arboles de la masa? STENLID (1985;
1987) demostré6 que el mismo individuo de
Heterobasidion annosum que existia en los toco-
nes de la generacion anterior, habia infectado la
nueva generacion de arboles, demostrando la
necesidad de destoconar o proteger los tocones
contra la infeccion por esporas incluso en la corta
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final. El seguimiento del mismo individuo permi-
te hacer estudios mediante inoculacion artificial y
estar seguros de que la enfermedad que observa-
mos estd realmente causada por el tratamiento y
que no ha habido contaminacién de in6culo del
exterior o anterior (OLIVA et al., 2011).

Cuando exista riesgo de contagio, puede inte-
resar hacer un seguimiento del patégeno mas alla
del hospedante. Las esporas de un hongo, por su
alto poder de dispersion, pueden ayudar a detec-
tar la presencia de un foco. Este aspecto es espe-
cialmente relevante en el caso de los patdgenos
invasores. En el ambito forestal, una vez el pat6-
geno invasor se ha establecido, su erradicacion es
sOlo posible en estadios tempranos de la epide-
mia. En estos casos, una rapida respuesta requie-
re métodos de deteccion temprana, como por
ejemplo los basados en capturas de esporas.
Tradicionalmente, las esporas se han clasificado
mediante criterios morfologicos en el microsco-
pio. Las técnicas moleculares permiten comple-
mentar este tipo de seguimiento debido a su
mayor precision y a que permiten procesar simul-
tdneamente un alto nimero de muestras al mismo
tiempo (WEST et al., 2008). Es posible extraer el
ADN de las cintas de captura de esporas y usar
cebadores especificos de especies de cuarentena
para detectar su presencia. Por otro lado puede
interesar conocer qué insectos vectores son porta-
dores de determinados patdgenos. Las técnicas
moleculares proporcionan una resolucion mucho
mayor que el aislamiento mediante el cultivo
directo de los insectos. Por ejemplo, para tener
una resolucion de 25 especies de hongos en Ips
typographus son necesarias 10 muestras median-
te T-RFLP, mientras que en el caso de querer
detectar el mismo nimero de especies mediante
aislamientos necesitaremos del orden de 200
muestras (PERSSON et al., 2009).

:CON QUE OTROS
ORGANISMOS/INDIVIDUOS CO-EXISTE
EL PATOGENO?

La comunidad microbiana con la que inter-
actda el patégeno puede facilitar o ralentizar el
desarrollo de la enfermedad y dar lugar por
ejemplo a suelos supresivos. Por el contrario, la
ausencia de competidores puede dar via libre a
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nuestro patégeno para atacar; por tanto podemos
usar alguno de los competidores como agentes
de control bioldgico p. ej. Phlebiopsis gigantea
(OLIVA et al., 2010). Si nuestro interés es descri-
bir toda la comunidad microbiana de un tejido
podemos utilizar un marcador universal que
amplifique alguna zona en comtn a todos los
individuos, y que se sea lo suficientemente
variable como para poder diferenciarlos. Este
procedimiento puede ser util cuando, por ejem-
plo, no se sabe qué patdgeno es el que esta cau-
sando la enfermedad. Podemos extraer el ADN
de una muestra y amplificar con un marcador
general como la region ITS que incluya a todos
los organismos. El producto de nuestra amplifi-
cacion va a ser una mezcla de secuencias ITS
correspondientes a todas las especies presentes
en la muestra. Antes de secuenciar es preciso
separarlas y para ello se utiliza un método lla-
mado clonacién. Este método permite hacer
copias exactas de una sola copia de ITS de la
mezcla. Si observamos que el 60% de las copias
(clones) de nuestra mezcla corresponden a una
determinada especie podremos concluir que esa
especie es mas abundante.

El hecho de detectar ADN no implica que el
patégeno sea viable o esté activo. La actividad
del patdgeno esta estrechamente ligada a una
mayor necesidad de sintetizar proteinas y por lo
tanto a una mayor necesidad de ribosomas.
Podemos saber qué especie de hongo estd mas
activa dentro de una comunidad en base al
numero de ribosomas que produce. Si queremos
saber cuantos ribosomas se producen, debemos
cuantificar el ARN en vez del ADN. El ARN, al
contrario que el ADN, es una molécula efimera.
El ARN se genera, como una copia del ADN
cuando la célula requiere hacer alguna funcion.
El ARN se traduce en una proteina. Como la
célula tiene necesidades cambiantes, el ARN
posee la capacidad de degradarse rapidamente.
El ARN se puede transformar facilmente en
ADN, mediante la reaccion de la transcriptasa
inversa (RT-PCR) para que sea mas f4cil traba-
jar con él. Como se ha comentado antes, las
regiones ITS de los genes ribosomicos se usan
para detectar especies. La region ITS se pierde
al madurar el ARN, con lo cual cuando analice-
mos el ARN sélo obtendremos las secuencias de
los exones, por eso en la mayoria de estudios de
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comunidades microbianas se utilizan partes de
las regiones 18S (hongos) y 16S (bacterias). A
pesar de que estas regiones son menos variables
y sélo permiten una resolucion a nivel de géne-
ro, permiten comparar, mediante métodos como
la electroforesis en gel con gradiente de desna-
turalizacion (DGGE), qué organismos estan pre-
sentes y qué organismos se vuelven mas activos
bajo determinadas condiciones (MAHMOOD &
PROSSER, 2006).

:COMO ATACA EL PATOGENO Y COMO
SE DEFIENDE EL HOSPEDANTE?

Entender la interaccion entre el patdégeno y el
hospedante es fundamental para ejercer un control
efectivo sobre la enfermedad mediante mejora
genética. En esta interaccion puede intervenir un
solo gen (interaccion de tipo gen por gen), o pue-
den existir numerosos genes implicados en el pro-
ceso. Lo que ocurre en la interaccion se estudia
habitualmente mediante experimentos de inocula-
cion. El patégeno y el hospedante interaccionan y
tras un periodo de tiempo determinado p.¢j. 1;2;5
y dias, después de la infeccion se estudia qué suce-
de. De la misma manera que amplificando todo el
ADN podiamos tener una imagen de cudl es la
comunidad microbiana presente en un sitio, pode-
mos, con el estudio del ARN, conocer en un deter-
minado momento todos los genes que se estan
expresando. Uno de los métodos usados es la lla-
mada libreria de substraccion. EI ARN de nuestro
control se hibrida (substrae) con el ARN de la
infeccion, de manera que s6lo aquel que es especi-
fico de la infeccion se mantiene. Este método se ha
utilizado por ejemplo para comparar qué genes se
expresan en Pinus pinea'y en Pinus pinaster cuan-
do interaccionan con Bursaphelenchus xylophilus
y entender porqué P. pinea es mas resistente (SAN-
TOS & VASCONCELOS, 2011).

En caso de conocer cudles son los genes de
nuestro organismo (por ejemplo, por disponer del
genoma) podremos construir chips de ADN, o
“micro-arrays” en inglés, cada uno con una sonda
asociada a un gen. Entonces se podra comparar
doénde existe una mayor o una menor hibridacion
y por tanto conocer si hay genes que se estan
expresando mas que otros. Normalmente se
corrobora la mayor o menor expresion de los
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genes interesantes mediante PCR cuantitativa por
ser un método mas preciso. Este tipo de estudios
suele ir combinado con microscopia para relacio-
nar lo que ocurre a nivel celular con lo que obser-
vamos. De esta manera podemos detectar
desfases en las respuestas. ADOMAS et al. (2008)
detectaron que la respuesta del hospedante hacia
patégeno Heterobasidion annosum ocurria con
cierto desfase respecto a la penetracion de las
hifas. La respuesta tardia probablemente daba
tiempo al patogeno a causar la muerte de las célu-
las y a avanzar en el tejido. LLa mayoria de genes
se encuentran asociados a rutas metabdlicas que
han sido estudiadas en organismos modelo de
manera que podemos asociar una respuesta a la
produccién de determinadas substancias de
defensa como estilbenos u otros polifenoles.
Para confirmar que un determinado gen es
responsable de un rasgo, se puede generar un
individuo mutante del patégeno sin el gen
mediante transformacion genética y examinar si
sigue mostrando el mismo fenotipo p. ej. el
rasgo de la patogenicidad (WELD et al., 2006).
La transformacion se realiza bésicamente
mediante la bacteria Agrobacterium o bien
mediante cultivos de protoplastos. Ambas técni-
cas consiguen remplazar una parte esencial del
gen que queremos mutar con otro gen, normal-
mente asociado a la resistencia a un fungicida.
La resistencia al fungicida se usa luego para
seleccionar aquellos sub-cultivos que han sido
efectivamente transformados. Una vez se tienen
los mutantes, se compara su fenotipo con el
fenotipo del individuo original para confirmar
de esa manera la funcion del gen. Para demos-
trar que la pérdida de la funcién no es debida al
proceso de mutacion se repone el gen original a
los individuos mutantes, que deben expresar
entonces el mismo fenotipo que el aislamiento
original. La transformacion es también una téc-
nica util para facilitar la visualizacion del pat6-
geno. Las hifas son normalmente hialinas y
dificiles de diferenciar entre organismos en el
microscopio. En vez de modificar un gen espe-
cifico del genoma, podemos sencillamente afia-
dir un gen de fluorescencia, como la proteina
verde fluorescente, o “Green fluorescent pro-
tein” (gfp) en inglés. Si afadimos el gen de la
fluorescencia conjuntamente con un promotor
asociado a alguna funcién bésicas de la célula,
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cada vez que el patogeno realice la funcion va a
producir gfp y se va a observar bajo fluorescen-
cia en el microscopio (SAMILS et al., 2006).

{POR QUE ALGUNOS INDIVIDUOS DEL
PATOGENO SON AGRESIVOS Y
PORQUE ALGUNOS HOSPEDANTES
SON RESISTENTES?

En patologia forestal, tanto la agresividad del
patégeno como la resistencia del hospedante sue-
len estar asociados a un alto nlimero de genes
que interaccionan entre si. Este tipo de resisten-
cia, llamada resistencia cuantitativa, muestra
tipicamente una distribuciéon normal en la pobla-
cion. Los individuos forman un continuo de
mayor a menor longitud de necrosis después de
una inoculacién, como por ejemplo en el estudio
de SWEDJEMARK et al. (1997). Este tipo de resis-
tencia contrasta con una resistencia vertical, en la
que unos determinados individuos son totalmen-
te resistentes y otros susceptibles. Este tipo de
resistencia indicard probablemente una interac-
cion gen-a-gen, controlada por un gen de resis-
tencia en el hospedante que tiene como objetivo
detectar un gen de avirulencia en el patdgeno.
Aunque la resistencia no esté controlada por un
solo gen, es posible que un nimero reducido de
genes explique una parte importante de la resis-
tencia y por tanto sea posible incorporar alelos
resistentes a la poblacion. Para estar seguros de
que la resistencia se ha heredado es posible usar
marcadores genéticos que se encuentren cerca-
nos al alelo de interés. Este tipo de mejora gené-
tica se conoce como mejora genética asistida con
marcadores moleculares (COLLARD et al., 2005).
Este método asume que los /oci cercanos tienden
a recombinarse menos frecuentemente que los
loci lejanos. Si un individuo de la progenie tiene
el marcador deseado, muy probablemente haya
también heredado el alelo correcto.

Para realizar una mejora asistida con marca-
dores es necesario saber que marcadores estan
asociados a la resistencia. La variabilidad del
loci va a explicar un porcentaje de la variabili-
dad del rasgo de interés. Por ejemplo, la variabi-
lidad en un determinado marcador explica el
30% de la variabilidad de la longitud de la
lesion. Este marcador seria un ejemplo de un
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locus de caracter cuantitativo (QTL). Dado que
la resistencia puede estar asociada a diferentes
rasgos, estos estudios suelen medir mas de un
rasgo a la vez p. ej. periodo de latencia, nimero
de cuerpos de fructificacion por hoja, produccién
de esporas, simultineamente. La cantidad de
QTL puede dar informacion de cuédntos genes
estan implicados en la resistencia. Para determi-
nar los QTL se necesita previamente tener un
mapa de los cromosomas con algiin marcador
para observar en la progenie como se segrega el
caracter de interés y poder asociarlo a los marca-
dores p. €j. para un marcador polimoérfico Aa,
individuos de la progenie que presentan el alelo
A son significativamente mas resistentes que los
individuos a. Si el marcador 4a da senal de ser
un QTL, es probable que otros marcadores cerca-
nos a 4Aa también den una senal, mostrando de
esta manera la zona en la que se encuentra el gen.

Para realizar el mapa genético y evaluar los
QTL se usan marcadores variables y co-dominan-
tes como los microsatélites, que permiten saber
en la progenie de qué parental ha heredado un
determinado /ocus. Los micro-satélites son zonas
del genoma con un motivo repetitivo de secuen-
cia, lo que genera una alta variabilidad de longi-
tudes en un locus p.ej., 1;2; 3 o n repeticiones de
las bases CT, daran longitudes de 174; 176; 178 y
172+2-n pares de bases. En organismos diploides,
existen dos copias del genoma. Debido a que los
cebadores estan en los flancos del micro-satélite,
se amplifican 2 copias (iguales o diferentes); una
copia heredada de cada progenitor. Este tipo de
marcador se usa tipicamente para pruebas de
paternidad. Para las especies con el genoma dis-
ponible es relativamente sencillo encontrar mar-
cadores a lo largo de los cromosomas. En caso de
no tener acceso al genoma, podemos generar
marcadores por técnicas como el AFLP. Para
maximizar la resolucion de nuestros QTL se sue-
len hibridar dos padres con rasgos muy diferen-
ciados, por ejemplo, una especie de arbol
susceptible con otra especie resistente. Este tipo
de técnicas se han realizado en hibridos de sauces
y de chopos para conocer cudntos genes estan
involucrados en la resistencia y de qué especie
proceden (JORGE et al., 2005; RONNBERG-
WASTLIUNG et al., 2008). De la misma manera
que podemos saber por qué ciertos individuos del
hospedante son mas resistentes, podemos tam-
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bién saber donde estan los genes que hacen que
determinados individuos de la poblacion del pat6-
geno sean mas agresivos p.ej. LIND et al. (2007).

TECNICAS DE SECUENCIACION MASIVA

Las técnicas de secuenciacion masiva han
revolucionado el mundo de las técnicas molecula-
res (MACLEAN et al., 2009). Hasta su aparicion, se
habian usado técnicas basadas en la deteccion de
presencia ausencia de determinados /oci, por
ejemplo para detectar la presencia de un determi-
nado patdégeno en un tejido. Si existia alguna
secuencia compatible con los cebadores especifi-
cos daba lugar a amplificacion y por tanto una
identificacion positiva. Debido al bajo coste de la
secuenciacion hoy es posible amplificar miles de
secuencias de ITS de un determinado tejido y, de
manera automatica, comprobar su identidad en
bases de datos en internet. En estos casos no
dependemos de la especificidad de nuestros ceba-
dores. Estas tecnologias han reducido el coste de
secuenciacion de 100 bp/euro, a 28.000 bp/euro.
El bajo coste de secuenciacion ha cambiado radi-
calmente el uso de marcadores. En vez de tratar de
descubrir QTLs mediante el uso de micro-satélites
y determinar en qué lugar del genoma se encuen-
tra un determinado gen, hoy podemos secuenciar
el genoma de diferentes individuos de nuestra
poblaciéon de interés, y comparar directamente
genomas enteros y ver exactamente en qué gen y
en qué parte del gen difieren (DALMAN, 2010).
Este tipo de andlisis estd facilitado por el hecho de
que la mayoria de genomas son de acceso publico
y estan sujetos a un proceso continuo de actualiza-
cion. Otro tipo de aplicacion puede ser el estudio
de comunidades microbianas. Por ejemplo es
posible observar la evolucion de la comunidad de
micorrizas con la edad del arbolado (WALLANDER
etal.,2010). Estos métodos pueden ser muy utiles
en métodos de seguimiento de esporas para por
ejemplo detectar especies de patogenos forestales
invasores (STENLID et a/., 2011).

DE LA TEORIA A LA PRACTICA

El mundo de las técnicas moleculares avanza
rapido, basicamente debido al desarrollo de estas
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técnicas en otros campos de la biologia o la medi-
cina. Ante un abanico tan amplio de técnicas se
hace dificil decidir, aunque en muchos casos
nuestras decisiones van ser del tipo: ;jescojo una
técnica simple o compleja?, ;desarrollo la meto-
dologia en mi laboratorio o intento colaborar con
alguien que la domine? La respuesta a estas cues-
tiones depende de las disponibilidades técnicas,
de personal o presupuestaria del laboratorio en
cuestion. Sin embargo, en la mayoria de los casos
es siempre mejor aprender una técnica nueva aun-
que sea mas compleja y cara, ya que va a reper-
cutir en la obtencion de més informacion y de
mas calidad. Ademas, el dominio de una técnica
mas novedosa incrementa el atractivo del grupo
para futuras colaboraciones. Dependiendo del
conocimiento previo puede ser muy beneficioso
hacer estancias para aprender de primera mano
como se realiza el andlisis y no tener que descu-
brir uno mismo aspectos triviales de la metodolo-
gia, que en la mayoria de los casos no se incluyen
en los protocolos. El volumen de informacion que
genera este tipo de técnicas requiere de personal
especializado para su andlisis con conocimientos
de bioinformadtica, biologia molecular, genética y
fisiologia. La colaboracion entre grupos con
experiencia en estas especialidades aumenta las
posibilidades de éxito.
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