Recibido: 01.10.2021 « Aceptado: 03.11.2021

Palabras clave: Diagndstico rdpido, sensores espectrales, sequridad alimentaria.

Espectros:
Raman: -
Innovacion pake
el diagnostico

fitosanitario -

MOISES ROBERTO VALLEJO PEREZ
moises.vallejo@uaslp.mx

HUGO RICARDO NAVARRO CONTRERAS
hnavarro@uaslp.mx

COORDINACION PARA LA INNOVACION Y LA APLICACION DE LA CIENCIAY
LATECNOLOGIA, UASLP

Agricultura de precision y fitosanidad
La agricultura en una de las actividades mds importantes para el sostenimiento de Ias
sociedades y la supervivendcia de la especie humana. Es posible predisponer de mdltiples
comodidades, pero el alimento es insustituible. Ademds, el crecimiento constante de |a

poblacion mundial exige mayor disponibilidad de alimentos. Las acciones inmediatas

para solucionar dicha problematica consisten en reducir las pérdidas durante la

poscosecha e incrementar la produccion agricola. Esta tltima puede realizarse mediante

la ampliacion de dreas de cultivo, pero los daios ecoldgicos que ocasiona son crecientes \
e insostenibles. Por lo tanto, el desarrollo e implementacion de tecnologias que permitan =
incrementar la eficiencia de los sistemas productivos es la alternativa mds viable y

sostenible en el largo plazo (FAO, 2017).




La espectroradiometria, la espectrosco-
pia, el procesamiento de datos median-
te inteligencia artificial y la compilacion
de datos mediante interconexion digital
(loT= internet of things), son algunas tec-
nologfas que facilitan la gestién agricola
comunmente conocida como agricultura
de precisién. Diferentes instrumentos con
sensores integrados son utilizados para
monitorear el crecimiento de los cultivos
a diferentes escalas espaciales y calcular
los rendimientos potenciales, precisar el
manejo del riego y monitoreo del estado
del tiempo, entre otros.

La obtencion de cultivos altamente pro-
ductivos requiere del uso de diferentes
insumos, tecnologia y mano de obra cali-
ficada; sin embargo, aun asi pueden ocu-
rrir brotes de enfermedades que vulneren
la seguridad alimentaria y afectar la salud
de las plantas cultivadas. Dichas enferme-
dades pueden ser causadas por diferentes
microrganismos como hongos, bacterias,
virus, viroides; ocasionalmente pueden
ser transmitidas por insectos vectores, lo
cual aumenta el nivel de dificultad para su
monitoreo y su control. Las enfermedades
con una etapa asintomatica son particu-
larmente destructivas, ya que dificultan
el seguimiento epidemiolégico y control
oportuno. El uso e implementacién de
tecnologias que permiten la deteccion
temprana de dichas enfermedades y la
identificacion rdpida de sus agentes causa-
les son particularmente deseables. La de-
teccion rdpida y oportuna facilitard la elimi-
nacion de plantas enfermas que pudieran
contagiar a otras que estan sanas; también
permitird aplicar oportunamente los trata-
mientos preventivos o curativos, los cuales
reducirdn los efectos dafinos sobre la po-
blacion total, asf se evitarian pérdidas en la
productividad.

La espectroscopia Raman (ER) es una tec-
nologia que ha mostrado importantes
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avances como técnica para el diagndstico
confirmatorio de enfermedades que afec-
tan a cultivos como la naranja, chile, tomate,
granos basicos y plantas ornamentales. Es
importante destacar que la ER se caracteri-
za por su alta sensibilidad y especificidad,
es una técnica rapida, portable y no requie-
re de reactivos ni preparacion especial de la
muestra, se realiza in situ en tiempo real y se

considera una técnica no destructiva.

{Cémo funciona la espectroscopia
Raman?

El efecto Raman fue descrito por vez pri-
mera por el fisico hindu Chandrasekhara
Venkata Raman en 1928, quien posterior-
mente fue merecedor del premio Nobel
de Fisica en 1930. La invencion del lasery
los dispositivos de carga acoplada (CCD,
por sus siglas en inglés) altamente esta-
bles fueron innovaciones tecnoldgicas
que permitieron la miniaturizacién de los
espectrometros Raman. La espectrosco-
pia Raman (ER) pertenece a la categoria
de espectroscopia vibracional, ya que la
determinacion e identificacion de la es-
tructura molecular se realiza mediante la
interaccion de luz monocromatica emi-
tida por el l&ser (radiacién electromag-
nética) y las vibraciones moleculares.
La luz incidente puede dispersarse y no
manifestar cambios (dispersion Raylei-
gh), pero un pequefio porcentaje de los
fotones emitidos (10-6 fotones) pierden
algo de energia (dispersion ineldstica),
ya que la vibracién molecular causa un
cambio en la energia de los fotones (o
equivalentemente de su frecuencia).
Por lo tanto, el efecto Raman es descri-
to como una colisién ineldstica entre los
fotones y las moléculas, lo cual ocasiona
que la molécula adquiera diferente ener-
gia vibracional y el foton disperso ahora
tenga diferente energia (0 frecuencia),
que se analiza con un espectrografo; asf
se obtiene el espectro Raman resultante
de la muestra analizada (Figura 1).
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La aplicacion de la espectroscopia
Raman en la fitosanidad

Diagnostico fitosanitario

La posibilidad de utilizar la ER para el
diagnéstico de enfermedades en plan-
tas, tiene su fundamento en una serie de
reacciones biogquimicas que se generan
durante la interaccion planta-patégeno,
las cuales por lo general son especificas,
ya que estan mediadas genéticamente
por ambos participantes. El agente pa-
tégeno evoluciond para superar las ba-
rreras fisicas y bioquimicas desarrolladas
por la planta hospedante; esta ultima
también ha generado mecanismos de
defensa constitutivos (pasivos) y siste-
mas de reconocimiento temprano que
activan sus sistemas de defensa. Este
fenémeno se ha perfeccionado durante
millones de afos de evolucion y se des-
cribe como la fisiologia de la interaccién
planta-patégeno. Por lo tanto, los espec-
trometros Raman permiten analizar el
estado bioguimico de las células y, me-
diante marcadores bioquimicos previa-
mente identificados, es posible determi-
nar la ocurrencia de un factor estresante
bidtico (microorganismo) o abidtico
en el hospedante analizado. Cabe des-
tacar que es indispensable contar con

informacion preliminar del fenomeno
que se estudia, como estudios histolo-
gicos, de regulacion génica (activacion
y supresion de genes), produccion de
metabolitos especificos y protefnas, ac-
tividad enzimatica, anomalias en rutas
bioquimicas, por mencionar algunos.
Dicha informacién es indispensable para
la adecuada interpretacion de los espec-

tros Raman.

Identificacion microbiana

Para la identificacion rapida de un mi-
crorganismo patégeno asistida por ER, es
necesario caracterizarlo espectralmente
con antelacién. Dicho microorganismo
debe estar identificado previamente por
al menos dos técnicas, segun los proce-
dimientos aprobados vigentes; poste-
riormente, la informacién espectral sirve
de insumo para diferenciarlo de otros mi-
croorganismos. Por lo tanto, las muestras
vegetales de interés son procesadas, los
microrganismos son aislados y purifica-
dos, éstos se colocan de forma individual
sobre sustratos en los cuales se hace inci-
dir la luz I&ser sobre la muestra microbia-
na, lo que resulta en la obtencién de su
espectro Raman caracteristico. Cada es-
pectro Raman representa a los diferentes

constituyentes de la célula analizada,
incluyendo su pared celular, membrana
y contenido del citoplasma. Los microor-
ganismos poseen componentes homo-
logos; sin embargo, también cuentan
con componentes especificos como el
tipo de acidos grasos, protefnas y pig-
mentos. Estos elementos permiten su
efectiva diferenciacion de otros microor-
ganismos. Para amplificar la sefal del
tipo de moléculas constituyentes, puede
utilizarse una variacion de la ER conocida
como dispersion Raman para mejorar la
superficie (SERS, por sus siglas en inglés),
la cual incluye el uso de nanoparticulas
metdlicas que realzan la sefial Raman y
posibilitan incluso el estudio de particu-
las virales (Weng et al, 2021).

El espectro Raman conlleva entonces
una huella espectral fiel de los diferen-
tes modos vibracionales de los enlaces
covalentes o idnicos de los d&tomos cons-
tituyentes que integran a las moléculas.
La correcta interpretacion de los espec-
tros Raman requiere la consulta de libre-
rias espectrales de referencia y conocer
preferentemente de antemano las ca-
racteristicas quimicas del fendmeno o

microorganismo que se estudia.

Figura 1.

Efecto Raman, el
cual describe la
dispersion ineldstica
de un foton al
colisionar con una
molécula.
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La espectroscopia Ramany el
diagnéstico del cancer bacteriano
del tomate

El uso de la espectroscopia Raman como
método de diagndstico confirmatorio de
enfermedades de los cultivos son innova-
ciones que se desarrollan en la Coordina-
cion para la Innovacion y la Aplicacion de
la Ciencia y la Tecnologfa (CIACYT). Actual-
mente se ha estudiado a la enfermedad
conocida como cancer bacteriano del
tomate (CBTo) que afecta al mismo cultivo
(Lycopersicon esculentum L), es ocasionada
por la bacteria Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (Cmm). El patosistema
estudiado es particularmente complejo e
involucré el desarrollo de dos investigacio-
nes; la primera resume el procedimiento
para la identificacion preliminar de la bac-
teria en condiciones de laboratorio durante
un proceso de contagio activo en campo,
lo que permitié la reduccion de tiempos
y disponer rapidamente de un diagndsti-
co preliminar (Vallejo, Navarro, Sosa, Lara,
Ramirez, Diaz Barriga, 2018). La segunda
investigacion se enfoco en la caracteriza-
cion de la planta enferma e identificar los
marcadores bioquimicos y anomalias es-
pectrales en plantas asintomaticas infecta-
das, para identificarlas de forma oportuna
(Vallejo, Sosa, Navarro, Alvarez, Rodriguez
y Lara, 2021). Ambas investigaciones son
complementarias y son desarrollos pione-
ros a nivel nacional, resultado del trabajo
interdisciplinario e interinstitucional (Cen-
troGeo) que involucrd las éreas de la fisica,
agronomia y matematicas.

Los procedimientos para la identificacion
de microrganismos en condiciones de la-
boratorio, involucra el uso de técnicas de
tipo inmunolégicas, el aislamiento, puri-
ficacion y cultivo en medios especificos,
caracterizacién metabdlica, extracciéon de
acidos nucleicos (ADN y RNA) y la subse-
cuente amplificacion y secuenciacion de

regiones especificas de genoma. La sensi-
bilidad y especificidad de cada técnica es
variable, pero en todos los casos es nece-
sario esperar un periodo que varfa entre
1y 2 semanas para generar un resultado.
Sin embargo, durante el desarrollo de una
epidemia, dicho periodo puede conllevar
a la muerte del cultivo. Los productores
generalmente aplican tratamientos bajo
prueba y error, hasta menguar la velocidad
de contagio, pero en ocasiones ninguno es
efectivo y las pérdidas son totales. La iden-
tificacion de la bacteria Cmm en plantas de
tomate durante un proceso de contagio
activo (Vallejo, Navarro, Sosa, Lara, Rdmirez,
Diaz Barriga, 2018) demostro valores acep-
tables de sensibilidad y especificidad para
diferenciarla de otras bacterias enddfitas y
saprofitas que crecen en medios genera-
les, por lo tanto, el perfil espectral Raman
de la bacteria Cmm permitié su rapida dife-
renciacion y asf disponer de un diagndstico
preliminar, lo cual posibilita la aplicacion in-
mediata de medidas efectivas de control y
saneamiento fitosanitario.

Figura 2.

La busqueda de plantas enfermas es una
labor que requiere la experiencia del tra-
bajador, ya que por lo general se realiza
visualmente; sin embargo, las enfermeda-
des con periodos de incubaciéon prolon-
gados conllevan a que las poblaciones del
cultivo se conformen por plantas sanas,
sintomaticas enfermas y asintomaticas in-
fectadas. El cancer bacteriano del tomate
presenta estas caracteristicas particulares
y cuando se detecta una planta enferma,
generalmente también existen otras in-
fectadas, pero en condicién asintomati-
ca, subestimandose la incidencia real de
la enfermedad. La deteccién oportuna
de las plantas asintomdticas enfermas,
cobra gran importancia para reducir los
procesos de contagio (Figura 2). La es-
pectroscopia Raman presenté valores de
sensibilidad y especificidad mayores al
95 por ciento para detectar estas plantas
asintomaticas (Vallejo, Sosa, Navarro, Alva-
rez, Rodriguez y Lara, 2021), lo cual supera
definitivamente a los procedimientos de
busqueda visual (figura 3).

Poblacion de plantas de tomate (L. esculentum) bajo un sistema de produccion intensiva

en condiciones de invernadero.



Es doctor en Ciendias por el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. En la actualidad es investigador en la Coordinacién
para la Innovacion y la Aplicacion de la Ciencia y Tecnologia de la UASLP en donde lleva a cabo el proyecto“Diagndstico
temprano de enfermedades en plantas durante su etapa asintomatica mediante el monitoreo bioguimico asistido por sensores
espectrales y su volatiloma”.

Figura 3.
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Preparacion de muestras vegetales y procesamiento espectros Raman

Es importante mencionar que la ER no
sustituye de ninguna forma los procedi-
mientos convencionales para el diagnos-
tico fitosanitario, pero si permite reducir
los tiempos para la deteccion temprana
e identificacion preliminar de microrga-
nismos. Ademas, la deteccion tempra-
na de plantas asintomaticas enfermas
es una innovacion que revolucionard
los procedimientos de vigilancia epide-
mioldgica fitosanitaria. Actualmente, los
procedimientos de obtencion y analisis
espectral se han perfeccionado al permi-
tir realizar diagnésticos durante la etapa

asintomatica de multiples enfermedades

y en diferentes cultivos, la ER también
permite discriminar otros sintomas que
son ocasionados por deficiencias nutri-
cionales, salinidad, toxicidad por elemen-
tos, entre otros (Payne y Kurouski, 2021).
La ER es una tecnologfa que incrementa
la eficiencia en la deteccion de factores
estresantes bidticos y abiodticos, permi-
te la aplicacion de tratamientos efecti-
vos para incrementar los rendimientos
potenciales, ademas de que reduce los
costos de produccion y contaminacion
ambiental. @

-,
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