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En los Gltimos 25 afios se han producido espectaculares avances en el campo de la mejora
genética para la resistencia a plagas y enfermedades, tanto en lo referente al conocimiento
y manejo de los patdgenos, como al desarrollo de variedades resistentes. Algunos avances
han tenido lugar gracias a la aplicacion de nuevas técnicas en este campo, lo que ha
permitido profundizar en investigacion basica; esto a su vez se ha reflejado ya, o lo hara en
un futuro inmediato, en aplicaciones practicas. En otras ocasiones los resultados practicos
se han producido con mayor celeridad y han dado lugar a logros espectaculares, es el
caso por ejemplo del descubrimiento de genes de resistencia que se han incorporado en
cultivares y han solucionado de forma rapida epidemias devastadoras de los cultivos. En
esta corta revision consideramos algunos de estos avances.

INTRODUCCION

La mejora genética para resistencia enfermedades ha experimentado avances muy notables en los iltimos 25 afios. En este articulo nos
centraremos en los avances conseguidos en relacién a la planta y al patdgeno, puesto que el desarrollo de la enfermedad no depende sdlo
del genotipo de la planta, sino también de su interaccion con el patégeno, aunque pondremos mas énfasis en lo relativo a la planta. En
relacion al patdgeno, se ha avanzado considerablemente en el conocimiento de la funcién de sus genes y en la identificacion precisa de razas
patogénicas mediante técnicas moleculares. Este ultimo aspecto, muy importante desde el punto de vista practico, ha facilitado enormemente
la identificacion y manejo del patégeno con repercusiones importantes sobre la utilizacion de los genes de resistencia. Desde el punto de vista
de la planta, consideramos la repercusidn que la clonacion de genes de resistencia, las técnicas de transformacidn genética, el desarrollo
de los marcadores moleculares y de la gendmica y la identificacion y utilizacion directa de determinados genes de resistencia, han tenido
sobre el desarrollo de variedades resistentes en los cultivos. Todos estos avances han facilitado enormemente, tanto la identificacion de
genes de resistencia y su modo de accion, como el desarrollo de variedades resistentes, mucho mas rapido y preciso en el momento actual.
No cabe duda de que en los proximos aifios se produciran otros avances mucho mas utiles y espectaculares, dado el progreso imparable en
el desarrollo de las propias técnicas y en la consecucidn de resultados. Comentamos a continuacion, de forma no exhaustiva, algunos de
los hitos que consideramos de interés.

La técnicas de mutagénesis y los marcadores moleculares han
contribuido al estudio de Ia funcidn de los genes de patégenosy a
Agrobacterium tumefaciens para introducir T-DNAs al azar en el genoma del

la identificacidn rapida y precisa de las razas patogénicas

as técnicas de mutagénesis insercional se han empleado para
estudiar la funcién de genes de patdgenos, especialmente
aquellos relacionados con la patogenicidad y la especificidad de
huésped. Parsons y col. (1987) llevaron a cabo por primera vez
un estudio de este tipo con el hongo Magnaporthe grisea (T.T.
Hebert) M.E. Barr, que ataca a muchas especies de gramineas.
Las colonias con el pldsmido integrado se seleccionaron y se estudio el efecto
producido por la mutacion. Posteriormente, se identificd la secuencia de ADN

interrumpida por la insercion del plasmido, atribuyendo asi la funcion a dicho
gen. Una alternativa algo més reciente para producir mutaciones fue el uso de

patdgeno. Este método se adaptd a partir de técnicas de transformacion genética
en plantas y fue empleado por primera vez por De Groot y col. en 1998.

De desarrollo mas reciente, los marcadores moleculares han tenido una
repercusion amplisima en el estudio de los patGgenos con diferentes propdsitos.
Se han utilizado en estudios de relaciones filogenéticas, identificacion especifica
de razas patogénicas (Rosertson y col,, 1991) o para llevar a cabo estudios de
|la distribucion espacial o temporal de la diversidad genética de poblaciones
de pat6genos, facilitando asi el seguimiento de los movimientos migratorios
de las diferentes razas (Goss y col., 2009). El conocimiento de la distribucion
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La técnicas de mutagénesis y los marcadores moleculares han contribuido al estudio de la funcién de los genes de patégenos y a la identificacion rapida y precisa
de las razas patogénicas

1.- Uso de técnicas de mutagéneis insercional para el estudio de la funcion de los genes de patogenicidad y especificidad de huésped | Pearson y col. (1987)

2.- Induccion de mutaciones mediante el uso de Agrobacterium tumefaciens para estudios de funcionalidad De Groor y col. (1998)

3.- Empleo de marcadores moleculares para la identificacién especifica de razas patogénicas Roseatson y col. (1991)

4 .- Empleo de marcadores moleculares para estudios de la distribucion espacial o temporal de las razas y el seguimiento de los

movimientos migratorios Goss y col. (2009)

Aplicacidn de técnicas de clonacidn al conocimiento y manejo de genes de resistencia

MeeLey y col. (1992), Martiv y col. (1993), Simons y

5.- La clonacién de genes de resistencia ha permitido profundizar en el estudio de su funcién y de los mecanismos de resistencia col,(1997), Rusee y col, (2002)

6.- La disponibilidad de la secuencia de los genes ha posibilitado aplicar técnicas como el TILLING y el EcoTILLING para identificar | Tice (2004); Comar y col. (2004), MestHee y col.
variantes alélicas (2006), Niero y col. (2007),

Las técnicas de transformacidn genética se han aplicado para una gran variedad de objetivos

7.- Transferencia de genes entre especies vegetales que no pueden cruzarse Rowvens y col.(1399), Tuuon y col.(1399), W

y col. (1996)
8.- Comercializacion de plantas trangénicas Bt Eizacuiree y col. 2006
9.- Aprovechamiento de la resistencia derivada del pat6geno: mecanismos basados en silenciamiento génico MueLLer y col. (1995)
10.- Estudio de mecanismos de patogénesis y de defensa de las plantas E{')C/ng{ )CO/' (1989). Hant y col. (1990), Brosue y

Los marcadores moleculares han revolucionado el mundo de la mejora genética para resistencia a enfermedades

11.- Identificacién de marcadores moleculares ligados a genes de resistencia mediante mapeo por ligamiento, andlisis de bloques | Sarratmi y col. (1989), Mickewmore y col. (1991), Znu
segregantes 0 mapeo por asociacion y col. (2008)

12.- Utilizacion de la seleccion asistida por marcadores moleculares (MAS): retrocruzamiento asistido por marcadores moleculares | Revisado en Pérez-be-Castro y col. (2012)

13.- Utilizacidn de la seleccion asistida por marcadores moleculares (MAS): piramidalizacion de genes de resistencia a un mismo

palbgeno Huane y col. (1997)

14.- Desarrollo de mapas de marcadores de alta densidad TanksLey y col. (1992)

15.- Desarrollo de poblaciones de premejora Esten y Zamm (1994)

16.- Utilizacion de las poblaciones de premejora para el mapeo de QTLs Swart y col. (2007)

17 .- Anélsis de QTLs en retrocruces avanzados: identificacion de QTLs e introgresion de forma simultanea TanksLey y Netson (1996), Buerstmarr y col. (2011)

El desarrollo de herramientas gendmicas ha abierto nuevas oportunidades en la mejora para resistencia a enfermedades

18.- La genomica comparada ayuda a la localizacion de genes de resistencia en especies cercanas filogenéticamente Grust J col. (2000), Huana y col. (2005).

19.- Los estudios de expresion permiten identificar genes relacionados con rutas de defensa en plantas ScHenk y col. (2000)

20.- Las técnicas de secuenciacion masiva aceleran la construccion de mapas genéticos y la identificacion de marcadores moleculares

. A Kang y col. (2011)

ligados a genes de resistencia

21.- Seleccion genémica: aplicacion a la mejora para la resistencia Meuwissen y col. (2001); Rutkoski y col. (2011).

El descubrimiento de algunos genes de resistencia han supuesto un hito para la solucién de epidemias producidas por patégenos extendidos a nivel mundial

22.- El gen Swé, que confiere resistencia al Tomato spotted wil virus (TSWV), ha solucionado las graves epidemias producidas por

. Stevens y col. (1992)
gste virus
23.- El empleo del gen recesivo mio, que confiere resistencia durable a Blumeria graminis f.sp. hordei (DC.) Speer, ha supuesto la
- o Jorcensen (1991)
solucidn al problema del oidio en cebada
24 - Desde su descubrimiento, el gen Vf de resistencia al moteado del manzano, ha supuesto una solucién al problema de esta
Davron y Witwiams (1968)

enfermedad

25.- El gen Vat de resistencia dfidos en melon se encuentra introducido en muchos cultivares comerciales y protege a este cultivo de

|os virus transmitidos por este insecto Pty Lecon (1980), Cheny col. (1997)

PHYTOMA Espaiia ® N° 248 ABRIL 2013 ﬂ



anos
temas
PHYTOMA

de las diferentes razas tiene claras implicaciones en la utilizacion de los genes
de resistencia, asi como en el establecimiento de estrategias para aumentar la
durabilidad de la misma.

El desarrollo de las técnicas de clonacion de genes ha posibilitado la
clonacidn de numerosos genes de resistencia, lo cual ha permitido

estudiar su funcién y mecanismo de resistencia y buscar nuevas
variantes alélicas

El modelo de relacion gen a gen, puesto de manifiesto por Flor en 1942, sirvi6
para explicar la reaccion de resistencia o susceptibilidad del lino (Linum
usitatissimum L.) al ser atacado por la roya del lino, Melampsora lini (Ehrenb.)
Lév. La existencia de este modelo ha sido demostrada en una gran cantidad de
sistemas huésped-patdgeno. La clonacion de genes y, por tanto, la disponibilidad
de su secuencia, ha permitido no sélo profundizar en la base molecular de la
respuesta de resistencia basada en la relacién gen a gen de Flor, sino también
descubrir nuevos mecanismos de resistencia de otros genes. Asi, el primer gen
de resistencia clonado fue el gen Pto (MarTin y col., 1993), que codifica una
proteina serina-treonina quinasa. Este descubrimiento demostro la existencia
de una cascada de fosforilaciones como parte de las fases de reconocimiento y
respuesta de la defensa de las plantas. En el caso del gen Hm17, el mecanismo
de accion es la detoxificacion de toxinas producidas por hongos del género
Helminthosporium (MeeLey y col., 1992). El gen mlo de cebada (Hordeum vulgare
L.) (Smmons, 1997), que confiere una resistencia de amplio espectro y durable
frente al iodio, 0 el gen elF4E, que codifica uno de los factores del complejo de
traduccidn celular de la planta y cuyas mutaciones proporcionan resistencia
de cardcter recesivo frente a virus (Rurrec y col., 2002), han sido otros genes
clonados cuyo mecanismo de resistencia ha podido ser dilucidado.

La disponibilidad de estos genes, entre otros muchos ejemplos, ha permitido,
por un lado, su utilizacion directa en mejora, y por otro profundizar en el
conocimiento de los mecanismos de resistencia subyacentes y la posibilidad
de combinar adecuadamente distintos genes o alelos de un mismo gen con el
objeto de conseguir aumentos del nivel y durabilidad de la resistencia.

En 2004 TILL y colaboradores desarrollaron la técnica TILLING (Targeting
Induced Local Lesions en Genomes) que permite identificar de una forma rapida
mutaciones en un gen dado en una coleccion de plantas mutagenizadas. La técnica
estd basada en el empleo de la endonucleasa CEL | que reconoce errores de
apareamiento presentes en 10s heteroduplex formados entre dos muestras de ADN
de una secuencia determinada. De esta forma se pueden comparar secuencias
nucleotidicas de un gen de diferentes individuos e identificar diferentes alelos.
Esta técnica se puede aplicar también a colecciones de germoplasma, en cuyo
caso recibe el nombre de EcoTILLING (Comai y col., 2004). Desde su desarrollo
ha dado ya lugar al descubrimiento de diferentes alelos de genes de resistencia
Asf, Mejlhede y col. (2006) identificaron variantes alélicas de los genes mloy Mia
que confieren resistencia al oidio de la cebada. Més tarde, Nieto y col., (2007)
encontraron diferentes alelos del gen e/F4E en una coleccion de 113 entradas
de meldn. Uno de estos alelos correspondi6 al gen nsv que confiere resistencia
al Melon necrotic spot virus (MNSV) en este cultivo. La comprobacion de la
capacidad de conferir resistencia a los patégenos en cuestion de las nuevas
variantes alélicas encontradas ha de ser realizada mediante inoculacion artificial.
La ventaja de la aplicacion de esta técnica radica en que solo las variantes alélicas
identificadas deben ser fenotipadas para comprobar su capacidad de conferir
resistencia, reduciendo asf de forma muy considerable el trabajo a realizar.

Las técnicas de transformacion genética se han aplicado para una

gran variedad de objetivos

La transgénesis permite incrementar el ndmero de genes disponibles para
la generacion de resistencia. Por una parte, es posible transferir genes entre
especies que no pueden cruzarse. En el caso de genes de resistencia, los primeros
estudios en este sentido se realizaron comprobando la resistencia a Pseudomonas
syringae van Hall en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) y de Nicotiana
benthamiana Domin que expresaban el gen Pfo procedente de tomate (Solanum
lycopersicum L.) (THiLmony y col., 1995; Rommens  col., 1995). En el caso de
resistencia a virosis, el primer estudio realizado fue la obtencion de plantas de
tomate resistentes al virus del mosaico de tabaco ( Tobacco mosaic virus, TMV)
portadoras del gen N de tabaco (WHitham y col., 1996).

Ha sido posible también emplear con éxito genes procedentes de organismos
fuera del reino vegetal. De hecho, existen distintas especies para las que se
comercializan variedades transgénicas que incorporan genes cry procedentes de la
bacteria Bacillus thuringiensis Berliner, lo que les confiere resistencia a insectos,

fundamentalmente lepiddpteros y coledpteros. Se conocen como variedades Bt
y han supuesto un importante éxito. El primer cultivo Bt legalizado en Estados

Unidos en 1995 fue maiz (Zea mays L), siendo comercializado a partir de 1998.
En este mismo afio, 1998, se aprobd la comercializacion de maiz Bt en Esparia
(Eizacurre y col., 2006).

La transgénesis ha permitido incluso recurrir a los genes del propio patogeno
como mecanismo de resistencia. La estrategia de desarrollar resistencia derivada
del patogeno mediante la transformacion con secuencias del propio patégeno fue
propuesta en 1985 (Sanror y Jornston, 1985). El primer ejemplo de generacion
de resistencia a un virus empleando esta estrategia fue la obtencién de plantas de
tabaco en las que la resistencia al virus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic
virus, TMV) estaba mediada por la expresion del gen de la proteina de la cdpsida
del virus (AseL y col., 1986). Desde entonces, distintas aproximaciones se han
empleado con éxito, tales como los mecanismos basados en el silenciamiento

- génico. La confirmacion de Ia relacion entre resistencia y silenciamiento del
transgén se obtuvo en plantas de tabaco resistentes al virus X de la patata (Pofato

virus X, PVX) (MUeLLER y col., 1995).

Ademas de tener aplicacion para el desarrollo de materiales resistentes, la
transgénesis ha servido para el estudio de los mecanismos tanto de patogénesis
como de defensa de las plantas (Dickman y col., 1989; Han y col., 1990; Brogut
ycol.,1991).

Los marcadores moleculares han revolucionado el mundo de la
mejora genética para resistencia a enfermedades

Los marcadores moleculares de ADN han supuesto importantes avances en
mejora genética. Los primeros marcadores de este tipo, los RFLP (Restriction
fragment length polymorphisms) ya posibilitaron la identificacién de marcadores
ligados a genes de interés. El primer estudio de mapeo por ligamiento en plantas
lleve a la identificacion en tomate de un marcador RFLP ligado al gen /2, que

confiere resistencia a Fusarium oxysporum Schitdl. (Sarratti y col., 1989). La
- disponibilidad de marcadores moleculares basados en la PCR (Reaccion en
cadena de la polimerasa), mas rapidos y econémicos, asi como el desarrollo
de nuevas estrategias de mapeo, han contribuido a que se generalice el uso de

marcadores con el objetivo de identificar marcadores ligados a genes de interés.
Entre las nuevas estrategias, el empleo del analisis por blogues segregantes

(Bulked segregant analysis, BSA) tiene la ventaja de evitar la necesidad de
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construir una poblacion de mapeo. Esta aproximacion fue inicialmente empleada
para la identificacién de un marcador RAPD (Random amplified polymorphic DNA)
ligado al gen Dm5/8, que confiere resistencia al mildiu (Bremia lactucae Regel) en
lechuga (Lactuca sativa.) (MicHeLmore y col,, 1991). Las estrategias desarrolladas
mas recientemente se basan en estudios de asociacion, bien mediante asociacion
de genes candidatos, bien mediante andlisis de asociacion del genoma completo
(Znu y col., 2008).

La disponibilidad de marcadores moleculares ligados a genes de interés,
asi como la disponibilidad de marcadores moleculares distribuidos a lo largo
del genoma de distintas especies vegetales, han permitido facilitar el manejo de
los materiales en los programas de mejora, complementando la seleccion por
fenotipo con la seleccion asistida por marcadores moleculares (Marker assisted
selection, MAS). En el contexto de programas de retrocruzamiento es posible
emplear MAS con distintos objetivos: para identificar en cada ciclo las plantas
portadoras del gen de interés, para acelerar la recuperacion del genoma del
parental recurrente en los programas de retrocruzamiento o para reducir el tamafio
del fragmento del parental donante asociado al gen de interés (Pérez-pe-CAsTRo
y col., 2012). Especial interés tiene en el caso de la mejora para la resistencia el
empleo de MAS para la piramidalizacion de genes. El trabajo de HUANG y col.
(1997) para la combinacién de distintos genes de resistencia a la enfermedad
bacteriana causada en arroz (Oryza sativaL.) por Xanthomonas oryzae pv oryzae
Xoo es el primer ejemplo de empleo de MAS para la piramidalizacion de genes.

Otra de las aplicaciones de la disponibilidad de grandes cantidades de
marcadores moleculares a |o largo del genoma de distintas especies vegetales
ha sido la construccion de mapas de alta resolucion (TanksLEY y col., 1992).
Estos mapas han contribuido al desarrollo de distintos tipos de poblaciones de
premejora dirigidas al aprovechamiento de la variacion encontrada en las especies
silvestres relacionadas con las especies cultivadas. Como ejemplo, las lineas de
introgresion (Introgression lines, ILs) de Solanum pennellii Correll en el fondo
genético del tomate cultivado (EsHep y Zamir, 1994) se han aprovechado para la
identificacion y mapeo de QTLs (Quantitative trait loci, QTLs) asociados a distintas
caracteristicas de interés, entre ellas resistencia a Phytophthora infestans (Mont.)
de Bary (SMART y col., 2007). Aprovechando el desarrollo de poblaciones de
mejora, la estrategia de andlisis de QTLs en retrocruces avanzados (Advanced
backcross QTLs, AB-QTLs) fue propuesta con el objetivo de realizar de forma
simultdnea la identificacion y la introgresion en el fondo genético apropiado de
QTLs de interés (TanksLey y NeLson, 1996); ha sido utilizada con diversos fines,
entre ellos el aprovechamiento de la resistencia a Fusarium spp. en trigo (Triticum
aestivum L.) (Buerstmavr y col., 2011).

El desarrollo de herramientas gendmicas ha abierto nuevas
oportunidades en la mejora para resistencia enfermedades

La gendémica ha contribuido a la mejora de los cultivos desde todas sus
aproximaciones. La disponibilidad de la secuencia del genoma para especies
modelo combinada con los estudios de gendmica comparada posibilitan el
aprovechamiento de la informacion disponible para especies menos estudiadas.
Como ejemplo, en el caso de la resistencia a enfermedades los estudios de
gendémica comparada han permitido establecer las similitudes en cuanto a
la localizacion de genes R en tres especies de solandceas, tomate, pimiento
(Capsicum annuum L.) y patata (Solanum tuberosum L.) (Gruge y col., 2000).
Esta informacion ha permitido posteriormente clonar nuevos genes R, tales como
el gen R3a que confiere resistencia a Phytophthora infestans (Mont.) de Bary en
patata (Huane y col., 2005).

Los estudios de genémica funcional han aportado informacion en cuanto a
los mecanismos de resistencia de determinados genes. También los estudios de

expresion han contribuido a generar conocimiento en aspectos como las rutas
de defensa en plantas (ScHenk y col., 2000).

Ademas, los avances mas recientes en gendmica estan proporcionando al
mejorador importantes herramientas que facilitan en gran medida el desarrollo
de programas de mejora. Entre estas herramientas destacan las técnicas de
secuenciacion masiva y las plataformas de genotipado masivo. Ambas estan
contribuyendo al incremento de las colecciones de marcadores disponibles, al
desarrollo de mapas ultradensos, a la construccion més eficiente de poblaciones
de premejora, etc. Todo esto supone la posibilidad de acelerar los programas de
mejora y permite aplicar estos avances a especies para las que hasta el momento
no estaban disponibles. Como ejemplo, empleando técnicas de secuenciacion
masiva ha sido posible mapear finamente el gen Ccu, que confiere resistencia
a Cladosporium cucumerinum Ellis & Arthur en pepino (Cucumis sativus L.)
(Kang y col., 2011). Por otra parte, estos avances permiten genotipar con todos
los marcadores disponibles poblaciones fenotipadas por resistencia y realizar

seleccion gendmica, es decir, seleccion basada en el genotipado sin necesidad
¢ de identificar los marcadores asociados al cardcter de interés (Meuwissen y col.,
i 2001). Se ha propuesto el aprovechamiento de la seleccién genomica para la

mejora de la resistencia a la roya (Puccinia graminis Pers. 1. sp. tritici Eriks & E.
Henn.) en trigo (Triticum aestivum L.) (Rutkoski y col., 2011).

Los rapidos avances que estan teniendo lugar en este campo proporcionardn
a corto plazo importantes herramientas para la mejora genética para la resistencia
en plantas.

El descubrimiento de algunos genes de resistencia han supuesto
un hito para la solucién de epidemias producidas por patégenos
extendidos a nivel mundial

En muchas ocasiones el descubrimiento de un gen de resistencia ha supuesto
la solucion a enfermedades de un determinado cultivo extendidas por amplias

areas. Entre los muchos ejemplos que se podrian citar, destacamos algunos
en horticolas, cereales y frutales. Asi, el gen Sw5 (Stevens y col, 1992), que
. confiere resistencia al virus del bronceado del tomate, ha supuesto la solucion,

hasta el momento definitiva, para esta enfermedad en los cultivos del tomate
de todo el mundo. A pesar de la aparicion de aislados del virus capaces de
vencer la resistencia conferida por este gen, éstos no han prosperado, debido
probablemente a una menor eficacia bioldgica. Otro ejemplo, lo constituye el
gen mio (Jeraensen, 1991), que confiere resistencia a Erysiphe graminis 1.sp.
hordei en cebada. Se trata de una resistencia recesiva frente a un patégeno
bidtrofo, el oidio, que ha permanecido durable durante muchos afios. En
frutales, el gen Vfde resistencia al moteado del manzano, aunque descubierto
hace varias décadas (Davron y WitLiams, 1968) siguen utilizdndose en el
desarrollo de nuevos cultivares e introduciéndose en nuevas areas de cultivo.
Por dltimo, el gen Vat, identificado en la entrada de mel6n coreana PI161375,
proporciona resistencia a Aphis gossypii Glover en meldn (Pitrat y Leco,
1980), protegiendo a los cultivares eficientemente frente a virus transmitidos
por este afido. Afios mas tarde se introdujo esta resistencia en el fondo genético

de cultivares comerciales de tipo cantalupensis (CHen y col., 1997), suponiendo
el inicio de su uso comercial.
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