Perspectivas de la citricultura ante
los nuevos retos y amenazas fitosanitarias

Nos ha dejado Joseph M. Bové
(1929-2016) pero sus contribuciones
en el ambito de la citricultura

permanecen Con NOSOtI0S rwuswms

Nuria Duran-Vila

El objetivo de estas jornadas (Perspectivas de la citricultura ante los nuevos retos y amenazas fitosanitarias)
y Su programa, nos lleva a recordar la figura de Joseph Marie Bové (Josy para los amigos) que nos dej6
el pasado 2 de junio victima de una leucemia que sobre llevo durante muchos meses, lo cual no impidi6

su dedicacion a la fitopatologia.

El Prof. Bové naci6 en Luxemburgo el 5 de mayo de 1929 y su infancia transcurrio
en una Europa convulsa y turbulenta, lo que llevd a que sus padres abandonaran
Luxemburgo en busca de un lugar tranquilo donde ejercer su actividad profesional
como horticultores y floricultores. Después de intentarlo en Bélgica y Holanda,
se establecieron en la region de Aquitania en Francia. J.M. Bové complet6 su

Foto 1. Asesorias y consultorias realizadas por J.M. Bové en varios paises.

©educacion secundaria en el liceo de Burdeos y en 1950 inici6 su formacion
© universitaria en la Escuela de Agronomia de la Universidad de la Sorbona en
© Paris donde se gradud en 1955. Después de ingresar en el IRFA (Instituto Fran-
cés para la Investigacion en Citricultura y Fruticultura Tropical), completd su
© formacion de postgrado conjuntamente con su esposa y colega Colette Bové,
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J.M. Bové fotografiando los olivos afectados por Xylella fastidiosa en Italia.

en la Universidad de California en Berkeley y bajo la direccidn de reconocidos
cientificos con quienes realizo trabajos de investigacion en fosforilacion fotosin-
tética con D.I. Amon, en enzimologia con P.K. Stumpfy en virologia con W.M.
Stanley y R.L. Steere. En 1967 obtuvo el titulo de doctor por el trabajo realizado
en el instituto Pasteur, donde habifa caracterizado la RNA replicasa y la sintesis
in vitro del Turnip Yellow Mosaic Virus bajo la supervision de Jacques Monod.
Después de ocupar distintos cargos, en 1971 fue nombrado Director de
Investigacion del INRA de Burdeos y responsable del Laboratorio de Biologia
Celular y Molecular, y en 1976 Profesor de Microbiologia de la Universidad de
Burdeos. En los inicios de su carrera como investigador independiente, su drea
de trabajo fue la continuacion l6gica del tema de su tesis doctoral, es decir la
replicacion de los virus de plantas. Aqui hay que hacer un inciso y recordar que
en aquellos tiempos, cualquier enfermedad “transmisible por injerto” se crefa
que estaba producida por virus, lo que resultd no ser cierto. As, el laboratorio
del Prof. Bové acabo especializdndose en lo que hoy se conoce como bacterias
enddgenas, unas restringidas al xilema como las del género Xylella, y otras
restringidas al floema como los Spiroplasmas, Phytoplasmas'y Liberibacters.
Aunque algunos de los aqui presentes ya conocfan al Prof. Bové o habian
visitado su laboratorio con anterioridad muchos de nosotros le conocimos en el X
Congreso de la I0CV (International Organization of Citrus Virologists) que se celebrd
en Valencia en 1986. En précticamente todas y cada una de las presentaciones
orales el Prof. Bové preguntaba, cuestionaba,. .. u ofrecia informacion adicional. A
los participantes mas jovenes nos tenfa atemorizados pero no tardamos mucho en
darnos cuenta de los aspectos positivos de su personalidad: generosidad, animo
para compartir conocimientos, predisposicion para establecer colaboraciones, ...
Para algunos investigadores del IVIA, a aquel contacto establecido durante la
X Conferencia de la10CV, siguid una visita a su laboratorio del INRA en marzo de
1989. Se habia descubierto la existencia de una DNA polimerasa termoestatable,
la hoy famosa 7aqg polimerasa, y se estaba barajando la posibilidad de utilizarla
para sintetizar fragmentos de DNA. Nosotros lo descubrimos y visualizamos
durante esta visita al laboratorio del Prof. Bové, quien nos cont6 en qué consistia
esta nueva estrategia que hoy es la archi-famosa PCR. Para poner las cosas en
perspectiva, hay que recordar que en aguellos momentos se estaban sustituyendo
los tubos y pipetas de cristal por tubos Ependorf y micropipetas que permitian
medir con exactitud vol(imenes del orden de microlitros. Sin embargo, no existian
los termocicladores, y un estudiante nos ofrecid una demostracién utilizando 3
bafios maria a distintas temperaturas, a los que reloj en mano, iba transfiriendo

J.M. Bové tratando de identificar sintomas de HLB en una plantacion de
Silves (Algarve) contigua a la que se habian arrancado naranjos arboles
presuntamente afectados de la enfermedad.

los tubos Ependorf en los que se debfa amplificar un fragmento de DNA. Y efec-
tivamente, después de una electroforesis en gel de agarosa pudimos visualizar
una banda de DNA del tamafio esperado. Estos fueron los inicios del camino
que ha marcado la trayectoria del laboratorio del Prof. Bové.

Cientifico y fitopatélogo

Una caracteristica muy relevante del Prof. Bové, ha sido la de utilizar los avances
cientificos para solucionar problemas de los cultivos en el campo. Aunque su
titulacién universitaria era en AGRONOMIA su formacion post-universitaria fue
esencialmente en el &mbito de lo que hoy denominamos BIOLOGIA MOLECULAR,
y los bi6logos moleculares no suelen andar mucho por el campo. De hecho
después de graduarse, el Prof. Bové ingreso en el IRFA donde se le encarg6 que
estudiase la enfermedad conocida como “stubborn” que era muy prevalente en
varios paises del Mediterraneo. Ello le llevo a conocer la citricultura mediterrdnea
y sus problemas, y en particular la del norte de Africa, y también varias zonas
de Asia (Foto 1). Hay que mencionar que en las décadas de los 1950s y 1960s
del siglo pasado, todas las enfermedades transmisibles por injerto, se crefa que
estaban producidas por virus. Ademas, también hay que destacar que en esta
época y en base a su sintomatologfa, se crefa que el “stubborn” y el HLB (que se
conocia como “greening” en Sudafrica, “huanglongbing” en China, “likubin” en
Taiwan, “leaf-mootling” en Filipinas, y “veinphloemdegeneratin” in Indonesia)
eran distintas razas de un mismo virus. Esto condujo al Prof. Bové a que el
objetivo de investigar sobre el stubborn le llevara a investigar sobre el HLB.
Sin embargo, la fitopatologia dio un cambio importante en lo que se refiere
a la etiologia de las enfermedades transmisibles por injerto, cuando en 1967 se
descubrid en Japon que los micoplasmas (bacterias carentes de pared celular)
que infectaban a humanos y animales también podian infectar plantas. Bajo esta
premisa, fue como mediante microscopia electronica (EM) se visualizo al agente
causal del stubborn y se demostrd que era un micoplasma un tanto peculiar.
Se hallaba en el floema de las plantas infectadas, y se cultive y caracterizé en el
laboratorio del Prof. Bové como lo que hoy conocemos como Spiroplasma citri.
¢Y qué pasaba con el HLB? Esta pregunta llevé al Prof. Bové a Sudafrica, Mada-
gascar, las islas Reunion y Mauricio, ... y a determinar los requisitos climaticos para
la manifestacion de sintomas del HLB y la presencia o no de sus vectores. Después
de unincansable trabajo de campo, y de nuevo mediante la microscopia electronica,
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primero de la mano de Dominique Lafleche, y posteriormente de Monique Garnier se
lleg6 a visualizar al agente del HLB, que nada tenia que ver con el S. citri causante
del stubborn, puesto que éste tenia una pared celular de tipo gran negativo mientras
que S. cifricarecia de pared celular. Aunque el agente del HLB adn no se ha podido
mantener en cultivo in vitro, distintas aproximaciones de laboratorio en el émbito
de lo que hoy conocemos como hiologia molecular llevaron a: i) determinar su
comportamiento frente a distintos antibiéticos; ii) establecer su respuesta frente a
distintos anticuerpos monoclonales, lo cual sugirié la existencia de varias especies
de bacterias como agentes causales del HLB; iii) caracterizar mediante distintas
aproximaciones moleculares lo que hoy se conoce como Las, Laf, y también Lam,
es decir tres especies distintas de Candidatus liberibacter. Esta trayectoria cientifica
en el dmbito de la fitopatologia llevd al Prof. Bové a convertirse en el mayor experto
mundial en HLB. Asf fue como inicid una importante labor como experto, primero
propiciado por FAQ y posteriormente a peticion de distintos paises citricolas. Sin
embargo, ha sido en Brasil donde, desde su jubilacion como investigador del INRA
en 1998, ha realizado la mas importante labor asesora propiciando la interaccion
entre investigadores y productores.

Asesor inigualable

Se puede afirmar que fue su colaboradora y amiga Victoria Rossetti quien lo
arrastro a las plantaciones de citricos de Brasil para tratar de solucionar una
“virosis” grave, que a partir del afio 1987 afectaba la citricultura del estado
brasilefio de Minas Gerais. Se trataba de la “clorosis variegada de los citricos”
(CVC) que resulté no ser una virosis sino consecuencia de la infeccion con la
bacteria Xylella fastidiosa. En Brasil también contribuyd a identificar la causa de
la conocida como Muerte subita de los citricos, un desorden que afecta la union
patrén-injerto de naranjos injertados sobre lima Rangpur y sobre Citrus volkame-
riana. Estas primeras incursiones en lo que deberfa de ser la FITOPATOLOGIA, se
convirtieron en un reto que lo acompafio durante el resto de su vida. Nunca dejo
de colaborar con las instituciones brasilefias, y en particular con FUNDEGITRUS,
y visit6-conocid la citricultura de los cinco continentes, siempre acompafiado de
dos herramientas esenciales, 1a navaja y la cdmara fotogrdfica.

Actividades recientes

Uno de sus dltimos viajes fue en octubre de 2015 al sur de Italia para observar de
primera mano los estragos que esta causando Xylella fastidiosaen los magnificos
olivos milenarios (Foto 2). Se trata de un patGgeno que puede poner en peligro
el futuro de la olivicultura mediterranea. Alli tuvo ocasion de comprobar que 10s
citricos, que en muchas ocasiones se encontraban en las plantaciones de olivos
no manifestaban sintomas de CVC y que por tanto la Xylella fastidiosa que afecta
los olivos es distinta a la que afecta a los citricos. Al informar a los colegas de Bari
sobre la muerte del Prof. Bové, la respuesta de Giovanni Martelli fue: “J.M. Bové
fue un excelente cientifico con una gran reputacion a nivel munaial. No se olvidaran
fdcilmente sus aportaciones. Desde finales de los afios 1960 cuando le conoct,
siempre fue un amigo leal y sincero. La dltima imagen de Josy que permanece
en mi mente es la de verle buscando signos de infeccion por Xylella en un citrico
salentino. Fue un privilegio ser Su amigo y Siento enormemente Su partida”.

Una de sus grandes preocupaciones era la posible y/o quizds eminente
llegada del HLB a la cuenca del mediterraneo y las dificultades inherentes en
la estructura de la propiedad y manejo de los citricos para poder implementar
los conocimientos adquiridos en Brasil para tratar de convivir y/o controlar la
enfermedad. La primera identificacion de Trioza erytreae en la Peninsula Ibérica
en 2014 le llevd a programar y realizar una exhaustiva prospeccion por el norte de

Foto 4. Visita de J.M. Bové a zonas citricolas de Andalucia.

Espafia (Euskadi, Cantabria, Asturias y Galicia) y el norte de Portugal, en agosto-
septiembre de 2015. No fue dificil confirmar que a pesar de no existir plantaciones
comerciales de citricos en aquellas zonas, T. erytreae se encontraba perfecta-
mente establecida desde Finisterre hasta el sur del rio Mifio. Estos resultados
se hallan recogidos en el articulo “;EI huanglonbing va a destruir la citricultura
mediterrdnea?” publicado en el namero 277 de la revista Phytoma-Espafia, y
ésta es su dltima publicacion. De hecho, este afio tenia previsto proseguir esta
primera prospeccion, lo cual no ha sido posible. En su memoria, Francisco José
Arenas y yo misma hemos realizado las visitas previstas, lo que nos ha permitido
verificar que T. erytreae continua desplazdndose hacia el sur de Portugal y que
se encuentra bien establecida por lo menos hasta Oeiras.

La clara presencia de T. erytreae en Galicia y Portugal y la supuesta identi-
ficacion de arboles con sintomas de HLB en la zona de Silves en Algarve (Foto
3), le condujeron a una serie de actividades dirigidas a conocer la estructura de
la produccion citricola en Portugal y Andalucia con el fin de intentar definir estra-
tegias dirigidas a controlar el HLB en caso de que efectivamente se identificase la
enfermedad en la peninsula ibérica. Dichas visitas estuvieron acompafiadas de un
seminario en la Universidad de Algarve y del desarrollo de un programa de aseso-
ramiento al sector citricola andaluz que tuvieron lugar en enero de este afio (Foto 4).

Su Gltima contribucién pablica tuvo lugar en Valencia, donde aceptd la invi-
tacion de la Real Sociedad Econdmica de Amigos de Pais Valenciano (RSEAPV)
para dar una conferencia sobre el origen del HLB el 1 de marzo de este afio y
participar al dia siguiente en unas jornadas organizadas por la Conselleria de
Agricultura. Se sentfa enormemente cansado y la leucemia que padecia acabo
con su vida al cabo de tres meses.

El nos ha dejado pero los resultados de su actividad cientifica y su saber
hacer siguen con nosotros: NO LE OLVIDAMOS.
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