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Resumen

La quitina es el biopolimero méas importante de la pared celular de los hongos, la cual se degrada
por la accidn de quitinasas. Las plantas sintetizan estas enzimas para protegerse de factores tanto
abiodticos como bioticos, incluyendo a los hongos fitopatdgenos, los cuales permanecen en estado
de latencia hasta encontrar las condiciones adecuadas para manifestarse. Para su identificacion, se
podrian considerar técnicas basadas en biomarcadores y crear dispositivos que sean rapidos,
simples, especificos y confiables, tal es el caso de los biosensores. Se conoce ampliamente la
especificidad de las quitinasas con la quitina, por lo que, la identificacion de los hongos podria
llevarse a cabo mediante un biosensor que integre a las quitinasas. En este manuscrito se reviso
informacidn acerca de la sintesis de quitinasas en plantas cuando se someten a estrés, enfocandose
en los patosistemas planta-patdgeno. Se mencionan también las técnicas y métodos de
identificacion de los hongos, resaltando el uso de biosensores. Finalmente, se propone la utilizacion
de quitinasas como biomarcadores enziméticos para su identificacion por medio de un biosensor y
su aplicacion en el control de hongos fitopatogenos.
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La quitina es el segundo biopolimero méas abundante en la naturaleza después de la celulosa, la cual
se sintetiza por una gran cantidad de organismos y se encuentra, en la cuticula de insectos,
aracnidos, exoesqueletos de crustaceos e invertebrados como moluscos, anélidos y cefalopodos.
También es un componente de la pared celular de algas, huevos de nematodos y es caracteristica
primordial en la pared celular de los hongos (Ramirez et al., 2010; Castro et al., 2011).

Quimicamente, la quitina se compone de moléculas de N-acetil-D-glucosamina unidas con enlaces
B-1,4, lo que requiere para su sintesis la accion de la enzima quitina sintetasa que se encuentra en
los quitosomas. Esta enzima emplea UDP-N-acetilglucosamina como sustrato y un cation
divalente, generalmente Mg como cofactor. Una vez que el polimero se forma en los sitios
citoplasmaticos, los quitosomas lo translocan a través de la membrana al espacio extracelular donde
cada polimero se ensambla espontdneamente para formar microfibrillas cristalinas que permanecen
adyacentes a la membrana plasmatica (Muzzarelli, 2011).

La quitina y sus derivados como el quitosano y sus oligosacaridos de N-acetilglucosamina tienen
una gran estabilidad quimica y térmica; sin embargo, son susceptibles a la accion de las enzimas
quitinoliticas (Ramirez et al., 2010) y segun los patrones de escision, las enzimas quitinoliticas se
dividen en: N-acetilglucosaminidasas y quitinasas. Las primeras son las glucésido hidrolasas que
catalizan la liberacion de residuos de N-acetilglucosamina; mientras que, las quitinasas son las
glucésido hidrolasas que catalizan la hidrolisis de los enlaces B-1,4 en quitina y quito-oligdmeros
de cadena corta, promoviendo su liberacion con tamafos que van desde 20 kDa hasta
aproximadamente 90 kDa (Seidl, 2008).

Las quitinasas pueden clasificarse de acuerdo con el lugar de escision de la cadena de quitina en
endoquitinasas 0 exoquitinasas, las primeras degradan en cualquier parte de la cadena, mientras
que las exoquitinasas cortan al final de la cadena dando lugar a moléculas de quitobiosa (dos
unidades de N-acetilglucosamina) o moléculas de N-acetilglucosamina (Seidl, 2008). Ademas,
segun la secuencia de aminoéacidos, los mecanismos de catélisis, la especificidad del sustrato y la
sensibilidad a los inhibidores, las quitinasas se clasifican filogenéticamente en cinco clases: clase
I, I, 1, IV y V. Las clases Il y V pertenecen a la familia 18 del glucdsido hidrolasas y estan
presentes en la mayoria de los organismos como hongos, bacterias, virus, animales y plantas
superiores; mientras que, el resto de las clases son parte de la familia 19 de los glucésidos hidrolasas
y se encuentran principalmente en algunas bacterias y plantas superiores tales como maiz y tomate,
entre otros (Jashni et al., 2015; Xu et al., 2016).

La diferencia entre la clase | y Il radica en que, las primeras tienen el dominio de union a la quitina
en la region N-terminal de 40 aminod&cidos rico en cisteina en la clase I; mientras que, las quitinasas
de clase V contienen dos dominios de unién a la quitina (Grover et al., 2012). La presente revision
de literatura menciona la accion de las quitinasas como parte del sistema de defensa de las plantas
y su activacion en estreses abidticos y bidticos, resaltando su sintesis en las plantas como respuesta
a la infeccién causada por hongos fitopatégenos; asimismo, se menciondé las diferentes técnicas
para la identificacion de estos microorganismos destacando el uso de biosensores. Igualmente, se
considerd la sintesis de quitinasas como un posible biomarcador durante la interaccion planta-
hongo con la finalidad de integrarlas en el disefio de un biosensor.
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Quitinasas en plantas

Las plantas, al ser organismos sesiles, dedican parte de su energia para su defensa contra las
adversidades del medio ambiente que las rodea (Ortiz et al., 2014). En este sentido, la sintesis de
quitinasas en plantas, que se acumulan en el apoplasto o en las vacuolas, esta involucrada en la
proteccidn contra factores biodticos y abidticos, asi como en diferentes procesos fisiologicos de la
misma planta (Sahai y Minocha, 1993). A continuacion, se describe brevemente cada uno de los
factores que causan la sintesis de estas enzimas, centrando la investigacion en los factores bidticos,
en particular en los hongos fitopatdgenos.

Estrés abidtico

El estrés abiotico en las plantas abarca todas las condiciones ambientales que reducen su correcto
rendimiento y desarrollo; sin embargo, para reducir los efectos negativos del medio ambiente que
las rodea, las plantas responden a este estrés de maneras diferentes y complejas (Cramer et al.,
2011). Los principales problemas debidos al estrés abiotico se deben, entre otros, a la luz
ultravioleta, cambios osmoticos, temperatura, sequia y salinidad. En todos estos casos, se estimula
la sintesis de quitinasas que actian como mecanismo de defensa (Grover, 2012; Xu et al., 2016).
En el Cuadro 1 se mencionan algunos ejemplos de la produccién de quitinasa debido a algunos
factores de estrés abidtico.

Cuadro 1. Resumen de algunos reportes cientificos de la produccién de quitinasas por estrés

abiotico.
Proglucto Tipo de estrés Observaciones en la produccion de
agricola o o Autores
abidtico quitinasas
evaluado
Arabidopsis Cambio La sobreexpresién de una quitinasa presente  Hong y Hwang
osmaético  en Arabidopsis, provocé mayor tolerancia al (2006)
estrés osmatico inducido por NaCl durante la
germinacion de las semillas y el crecimiento
de las plantulas.
Azafran Heridas Dos horas después de provocar heridas a los Castillo y
(Crocus cormos de plantas de azafran, se observé la GOmez-Goémez
sativus) expresion de una quitinasa promoviendo la  (2009)
defensa de la planta.
Chirimoya Frio Hubo un aumento prolongado en la Gofii et al.
(Annona expresion de quitinasas en la chirimoya (2009)
cherimola) sometida a 6 °C durante nueve dias de

almacenamiento.

Manzanas Fitohormonas Se observo una sobreexpresion de tres genes Zhang et al.
(Malus que codifican quitinasas en manzanas (2010)
hupehensis) después de ser tratadas con acido salicilico,
metil jasmonato y acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico en 48 h.
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Producto

. Tipo de estrés Observaciones en la produccion de
agricola . o Autores
abiotico quitinasas
evaluado
Arroz (Oryza Metales Se evaluo la respuesta de toxicidad al cadmio Cai et al. (2011)
sativa) pesados de dos genotipos de arroz: uno susceptible y

otro tolerante al cadmio, encontrando una
sobreexpresion de quitinasas en las raices de
arroz del genotipo tolerante.

Planta del t¢  Fitohormonas Se reportd un aumento en la transcripcion de Roy 'y

(Camellia un gen que codifica una quitinasa presente en Chakraborty
sinensis) las hojas de planta del té expuestas al metil  (2012)
jasmonato.

Actividad de las quitinasas durante la patogénesis por hongos

Entre las mdltiples y complejas vias de defensa que tienen las plantas, existen reportes de la accion
de las quitinasas en la proteccion contra los hongos fitopatdégenos, tomando el papel de proteinas
relacionadas con la patogénesis (PR) y siendo una parte integral del mecanismo de resistencia a
enfermedades que actian como inductores categorizandose en las clases de PR-3, PR-4, PR-8 y
PR-11 (Sanchez-Garcia et al., 2012; Xu et al., 2016).

Los hongos fitopatdgenos contienen quitina en su pared celular; por lo que la accién de las
quitinasas se dirige hacia esta zona para provocar lisis del hongo. Las quitinasas actlian en respuesta
de defensa al ataque de estos inhibiendo la germinacion de las esporas, acortando los tubos
germinales y degradando las puntas de las hifas (Ntui et al., 2011). Cuando las hifas penetran en el
espacio intracelular, las quitinasas apoplasticas liberan moléculas inductoras que activan los
mecanismos de defensa y sintetizan quitinasas vacuolares y mas quitinasas apoplasticas mejorando
la sefializacién de la infeccidn; mientras tanto, cuando las hifas destruyen la célula que causa la
lisis, las quitinasas vacuolares son responsables de degradar las cadenas de quitina del hongo
invasivo inhibiendo su crecimiento (Kasprzewska, 2003).

Sobre este tema, Garg y Gupta (2010) probaron la produccion de quitinasas de plantas de frijol
(Phaseolus aconitifolius) al inocularlas con Macrophomina phaseolina, mostrando una mayor
actividad en comparacion con las plantas no tratadas; se tuvieron los mismos resultados en
experimentos in vitro e in vivo. Del mismo modo, Chathurika et al. (2011) descubrieron la actividad
antifangica de la quitinasa presente en la fase acuosa del latex de la fruta del mango (Mangifera
indica), que digirio las paredes de las conidias de Colletotrichum gloeosporioides. En el Cuadro 2
se muestran ejemplos de la actividad de las quitinasas dentro del sistema de defensa de las plantas.

Cuadro 2. Resumen de algunos reportes sobre la actividad antifungica de las quitinasas durante
el proceso de infeccion.

Hongo evaluado Principales descubrimientos Autores
Phytophthora Se promovio la induccion de quitinasas en raices de tabaco Falcon et al.
parasitica var. (N. tabacum) tratadas con quitosano, obteniendo mayor (2002)
nicotianae resistencia a P. parasitica en comparacion con el control.
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Hongo evaluado Principales descubrimientos Autores
Sphaerotheca Se observé el retraso de la enfermedad causada por S. Karasuda et al.
humuli humuli en plantas de fresa (Fragaria x ananassa) asperjadas (2003)

con una quitinasa aislada y purificada del tubérculo de fiame
(Dioscorea alata).

Pyricularia grisea Se observd mayor produccion de quitinasas y menor Rodriguez-
incidencia de P. grisea en plantas de arroz cuyas semillas se Pedroso et al.
trataron con quitosano a diferencia del control. (2006)

Colletotrichum Se reportd mayor presencia de quitinasas en hojas de cafia ~ Sundar et al.
falcatuma de azucar (S. officinarum) resistentes a C. facatuma al (2008)
someterlas al tratamiento de una glucoproteina aislada de la
pared celular del hongo para la induccion de proteinas de
resistencia en comparacion con una variedad susceptible.

Mycosphaerella  Hojas de platano (Musa spp.) resistentes a M. fijiensis se Sanchez-

fijiensis inocularon con el hongo y se observd un aumento en la Garcia et al.
actividad de quitinasa a diferencia de la variedad la (2012)
susceptible.

Oidiopsis taurica Se identificd un aumento de quitinasas en raices y hojas de Pérez et al.
jitomate (Solanum lycopersicum) var. Amalia, cuyas (2015)
semillas se inocularon previamente con los hongos
micorrizicos arbusculares Glomus cubense y G. mosseae,
después de ser expuestas a O. taurica.

Colletotrichum Se reporto resistencia a C. falcatum en plantas de cafiade  Tariq et al.
falcatum azucar con la adicion de un gen codificante de quitinasas.  (2018)

Asimismo, el desarrollo de plantas transgénicas ha sido de gran ayuda en la agricultura,
favoreciendo su rendimiento y produccion al mejorar sus caracteristicas genéticas especificas; por
lo que, uno de los objetivos de la modificacion genética de las plantas es su proteccion contra los
organismos fitopatdgenos. Sabiendo de la accion de las quitinasas contra los organismos que
contienen quitina en su morfologia, la sintesis de una mayor cantidad de quitinasas es el proposito
de la alteracion genética de muchas plantas (Grover, 2012).

Sin embargo, a pesar de la eficacia del sistema de defensa de las plantas para evitar la infeccion
por hongos fitopatdgenos por medio de la sintesis de quitinasas, existen algunos hongos tales como
Fusarium verticillioides, F. oxysporum, Bipolaris zeicola, Stenocarpella maydis y Bipolaris
zeicola que pueden minimizar dicho sistema de defensa por medio de la sintesis de proteinas
modificadoras de quitinasas (CMP), por sus siglas en inglés y de proteasas que degradan a las
quitinasas (Naumann, 2011; Jashni et al., 2015). El Cuadro 3 muestra algunas investigaciones sobre
plantas genéticamente modificadas que sobreexpresan algin gen que codifica quitinasas para
otorgar resistencia contra patdgenos.
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Cuadro 3. Resumen de algunos reportes cientificos sobre la actividad antifungica de las
quitinasas en plantas transgeénicas.

Hongo Principales descubrimientos Autores
Venturia Los genes de Trichoderma atroviride que codifican Bolar et
inaequalis endoquitinasas 0 exoquitinasas se insertaron en manzanas (M. al. (2001)

domestica) ‘Marshall’ y ‘Mclntosh’ individualmente y en

combinacidn. Las plantas resultantes se seleccionaron para

determinar la resistencia a V. inaequalis, obteniendo la

disminucion de la enfermedad cuando ambos genes estuvieron

presentes en comparacion con la expresion de uno solo.
Phoma El gen que codifica la endoquitinasa chit42 de T. harzianum se ~ Gentile et
tracheiphila 'y inserto en plantas de limon (Citrus limon) ‘Femminello al. (2007)
Botrytis cinerea  siracusano’. Se probaron contra P. tracheiphila y B. cinerea

inhibiendo significativamente ambos patdgenos en comparacion

con plantas sin el gen.
Alternaria solani  Plantas de papa (Solanum tuberosum) se transformaron Khan et al.

Fusarium
graminearum

Rhizoctonia
solani

Rhizoctonia
solani

genéticamente con la insercién del gen que codifica la quitinasa  (2008)
(ChiC) de la cepa Streptomyces griseus HUT 6037. Las plantas
mostraron alta resistencia contra el hongo A. solani en

comparacion con el control.

Plantas de trigo (Triticum aestivum) se modificaron Shin et al.
genéticamente con la insercién del gen que codifica una quitinasa (2008)

de clase Il en la cebada. Las plantas se inocularon con F.

graminearum, las cuales mostraron resistencia a este patdgeno.

Plantas de algodon transgénicas (Gossypium hirsutum) que Kumar et

expresan el gen de una endoquitinasa de T. virens se al. (2009)
confrontaron contra R. solani, mostrando una mayor defensa

contra este patégeno en comparacion con las plantas no

transgénicas.

El gen que codifica la quitinasa (CHIT42) en el hongo Kern et al.
entomopatdgeno Metarhizium anisopliae se transfirié por (2010)

modificacion genética a las plantas de tabaco, que eran
consistentemente resistentes a R. solani al compararlas con
plantas sin el gen.

Quitinasas como biomarcadores para la deteccion de hongos

Técnicas para la deteccion de hongos

El ataque por hongos fitopatdgenos ocasiona pérdidas importantes en frutos en pre y postcosecha;
por ello, es necesario un método que identifique la presencia de estos patégenos en forma oportuna
para aplicar algun tratamiento que los controle. De acuerdo con Ray et al. (2017) existen técnicas
gue permiten la deteccion de dichos patdgenos que se clasifican en dos tipos: convencionales y
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emergentes. Las primeras hacen referencia a métodos de cultivo por aislamiento y examinacion
visual, donde se identifican subjetivamente hongos o sus esporas basandose en manuales de
acuerdo a su morfologia; mientras que, las técnicas emergentes son técnicas mas especificas y se
categorizan en dos métodos: directos e indirectos.

En los métodos indirectos se encuentran técnicas como los métodos inmunoldgicos y métodos por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); sin embargo, a pesar de ser precisos, requieren de
tiempo para dar resultados; en cambio, en los métodos indirectos se utilizan técnicas basadas en
biomarcadores las cuéles son en tiempo real. Las técnicas basadas en biomarcadores se enfocan en
detectar el impacto del patdgeno en la fisiologia de la planta o el estrés producido luego del contacto
y se categorizan en técnicas espectroscopicas y de imagen y en técnicas de deteccion de compuestos
organicos volatiles (VOCs).

Dentro de estos métodos se encuentra la espectroscopia de fluorescencia, rayos X, resonancia
magnética nuclear, infrarrojo visible, termografia, cromatografia de gases acoplado a masas, entre
otros (Ray et al., 2017). Por otro lado, existen trabajos que utilizan técnicas basadas en marcadores
bioldgicos. Ejemplo de ello es el trabajo realizado por Crespo et al. (2008) quienes investigaron la
composicion de los VOCs liberados por Beauveria bassiana en presencia de n-octacosano por
medio de cromatografia de gases acoplado a masas (GC-MS). Asimismo, Jones et al. (2011)
utilizaron tinciones fluorescentes basadas en blanco de calco-fllor para detectar la quitina en
organismos del género Cryptomycota.

Por su parte, Berdugo et al. (2014) detectaron cambios en la temperatura de hojas de pepino
relacionadas con la transpiracion durante la infeccion de Sphaerotheca fuliginease por medio de
termografia infrarroja digital, diferenciando plantas sanas de plantas enfermas. En este sentido, las
investigaciones recientes podrian considerar técnicas basadas en biomarcadores para crear
dispositivos que sean rapidos, simples, especificos y confiables para identificar fitopatdgenos de
interés. Tal es el caso de los biosensores.

Biosensores

Un biosensor es un dispositivo compacto que integra un biorreceptor (&cido nucleico, enzima,
proteina, anticuerpo, célula, etc.) asociado a un sistema de transduccion que permite detectar la
sefial emitida por la interaccion entre el biorreceptor con el analito de interés; el resultado de dicha
interaccion produce una variacion de una o varias propiedades fisicoquimicas tales como pH, color,
calor, etc., la cual sera detectada por el transductor y transformada en una sefial electrénica que
indique la presencia del analito (Gonzalez-Rumayor et al., 2005).

Entre las ventajas de un biosensor se encuentran, entre otros: tiempo de analisis corto, tiempo de
vida largo, costo de produccion bajo, automatizacion, manejo sencillo y portabilidad, capacidad de
multiandlisis y alta selectividad, entre otros. De acuerdo con su sistema de transduccién, los
biosensores se clasifican en piezoeléctricos, electroquimicos, termomeétricos y Opticos (Gonzalez-
Rumayor et al., 2005). En el Cuadro 4 se explica el principio de algunos de ellos.
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Cuadro 4. Clasificacion de biosensores de acuerdo a su sistema de transduccion.

Biosensor

Principio

Electroquimico Transforma la sefial entre el analito el biorreceptor en una sefial eléctrica; a su
vez, se subdivide en biosensores conductimétricos, amperométricos,
potenciométricos e impedimétricos de acuerdo con la deteccion de cambios
en dichas propiedades.

Optico Mide las variaciones de las propiedades de la luz como absorcién, dispersion,
luminiscencia, fluorescencia, dispersion o indice de difraccion durante de la
interaccion del biorreceptor con el analito.

Piezoeléctrico  Mide cambios en la masa producidos por la interaccion de antigeno-
anticuerpo detectando la variacion en la frecuencia de oscilacion.

Termomeétrico  Detectan el calor generado en las reacciones enzimaticas exotérmicas.

A lafecha, las aplicaciones de los biosensores son amplias en distintos campos, por ejemplo, en el
campo de la salud para la deteccion de ciertas enfermedades y el cuidado del medio ambiente;
asimismo, las aplicaciones en el &mbito agroalimentario de un biosensor estan dirigidas a la
seguridad y calidad alimentaria y el control en procesos industriales (Gonzéalez-Rumayor et al.,
2005; Castro-Ortiz et al., 2007).

Existe poca informacién de biosensores que detecten los hongos fitopatégenos en alimentos; sin
embargo, en los Ultimos afios se han desarrollado algunas investigaciones con este interés. El
Cuadro 5 muestra algunas investigaciones de biosensores para determinar la presencia de hongos.

Cuadro 5. Resumen de algunos reportes sobre el disefio de biosensores para la identificacion de
hongos fitopatdgenos.

Deteccion de

Resumen informativo

Autores

Aspergillus niger

1-octen-3-ol de las
esporas de Aspergillus y
Fusarium

Pseudocercospora
fijiensis

Penicillium digitatum

Se realizd un prototipo de un biosensor sintetizando
nanoparticulas y nanocapas de 6xido de cobre para
detectar Aspergillus niger mediante el dioxido de
carbono producido por el hongo por medio de una
resistencia eléctrica.

Biosensor basado en un sistema olfativo integrado a
plataformas de nanotubos de carbono para detectar
1-octen-3-ol de las esporas de Aspergillus y
Fusarium presentes en granos.

Inmunosensor para detectar P. fijiensis en extractos
de hojas de banano por medio de la inmovilizacion
en un chip recubierto de oro de un anticuerpo
policlonal (anti-HF1), producido contra HF1 en la
pared celular del hongo.

Biosensor para detectar P. digitatum en naranjas a
través de las respuestas luminiscentes de bacterias a
los cambios en los compuestos organicos volatiles
del fruto durante la infeccion.

Etefagh et al.
(2013)

Ahn et al.
(2015)

Luna-Moreno
et al. (2019)

Chalupowicz et
al. (2020)
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Otra forma de clasificacion de los biosensores es acorde al tipo de biorreceptor que contenga
(Monosika et al., 2012). Consecuentemente, se pueden tener biosensores enzimaticos cuya
principal caracteristica es que contienen enzimas como elemento de reconocimiento; una vez que
las enzimas se unen en su sitio activo con el analito de interés catalizando la reaccion, se producen
cambios de temperatura, masa, calor y cargas eléctricas que pueden ser traducidas por un sistema
de transduccion acorde a dicha reaccion (Torres-Ramirez y Méndez-Albores, 2014). Este tipo de
biosensores pueden utilizarse en mezclas complejas presentando alta selectividad y respuesta
rapida, logrando utilizarse en mas de una ocasion (Serna-Cock et al., 2009).

La implementacion de quitinasas para el disefio de biosensores que detecten hongos ha sido muy
poco explorada; sin embargo, Pretty y Hodda (2018) disefiaron un biosensor Optico para detectar
la quitina de hongos. Los autores utilizaron quitinasas de Vigna mungo y la enzima N-acetil 3
glucosaminidasa (NAGasa) de Canavalia ensiformis para la deteccién de quitina de hongos en
granos de trigo, concluyendo que donde hubo presencia de hongos aumento el contenido de quitina,
porque las quitinasas degradaron al biopolimero en sus oligdmeros que aumentaron la absorbancia.

Conclusiones

El desarrollo actual de nuevas técnicas para la deteccion de hongos fitopatdgenos requiere de
procesos rapidos, precisos y confiables. En este sentido, los biosensores podrian ser una opcién
viable en comparacion a otras técnicas tradicionales que, ademas de incorporar mayores costos y/o
personas capacitadas para dicha identificacién, son lentas. Teniendo en cuenta la actividad de las
quitinasas en las plantas como parte de su sistema de defensa ante la presencia de hongos
fitopatdgenos, el disefio de un biosensor que incorpore a estas enzimas como biomarcadores podria
generar informacién valiosa en el campo agroalimentario. Para lograrlo, primero es necesario
cuantificar laactividad de quitinasas en plantas al ser atacadas por hongos y posteriormente, disefiar
un dispositivo que integre a las quitinasas como biorreceptor y que identifique a la quitina de los
hongos como analito de interés presente una pequefia muestra de la planta; la sefial de interaccion
entre ambas puede ser traducida por un sistema de transduccién adecuado en tiempo real.

Sin embargo, es necesario tener en cuenta aquellos hongos fitopatdgenos que degradan a las
quitinasas y que silencian la sintesis de estas enzimas; para ello, se hace necesario la deteccion de
las proteinas modificadoras de quitinasas o proteasas especificas antes de obtener la medicion de
quitinasas. Un dispositivo de este tipo, tendria las ventajas de especificidad y precision en tiempo
real que se requieren en el campo de la fitopatologia.
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