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El objetivo mas codiciado de todo fitopatdlogo,
es decir, de toda persona que estudia las
enfermedades de plantas, es la busqueda de
los genes que determinan los caracteres mas
importantes de los patdgenos. Estos pueden ser los
genes responsables de la patogenicidad, los genes
gue confieren resistencia a productos quimicos
como fungicidas o antibidticos, o los genes que
determinan la adaptacion a condiciones extremas,
en particular al cambio climatico. Para perseguir
ese tan anhelado objetivo, los fitopatdlogos
hemos aprovechado los avances tecnoldgicos
tanto en el laboratorio como en computacion.
Hemos secuenciado genomas, transcriptomas
(perfil de expresion génica de una célula o
tejido en un momento determinado) y hemos
analizado metabolomas y proteomas (conjunto
de metabolitos y proteinas, respectivamente,
producidos por una célula o tejido en un momento
determinado) para descubrir los genes, proteinas
0 metabolitos responsables de una caracteristica
dada.
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Sinembargo, esto nos ha llevado a establecer listas
interminables de genes, proteinas o metabolitos
candidatos, guardadas en bases de datos, que
esperan a ser estudiadas para que se establezca
su funcionalidad. Nuestro mas reciente intento
por descubrir las bases genéticas de caracteres
de interés es la union de la genotipificacion y la
fenotipificacion con la ayuda de la estadistica para
establecer asociaciones. Estos andlisis reciben el
nombre de gwas por sus siglas en inglés (Genome-
Wide Association Studies), en espafiol, estudios de
asociacion de todo el genoma. En este articulo
explicaremos el fundamento del proceso,
mostraremos algunos ejemplos y hablaremos
de aplicaciones para el caso particular de
nuestro laboratorio, el estudio del fitopatégeno

Phytophthora infestans.
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Phytophthora infestans

Phytophthora infestans es un protista que
por muchos afios fue considerado como un
hongo por las similitudes que tiene con estos
organismos. Hoy en dia sabemos que este
organismo pertenece al grupo de los oomicetes,
un linaje relacionado con el de las algas pardas y
diatomeas [1,2]. Entre los oomicetes, mas de cien
especies han sido reportadas como patdgenos de
plantas [3,4] y unas pocas han sido reportadas
como patdgenos de animales [5]. Este patdgeno
es hemibiotrofo, es decir, que, durante el ciclo
de la enfermedad, el patégeno tiene dos fases;
una bidtrofa, durante la cual mantiene vivo a su
hospedero v, luego de cuarenta y ocho horas de
infeccion, el patdgeno mata a su hospedero en la

fase llamada necroétrofa [3].

Este patdgeno puede reproducirse tanto sexual
como asexualmente durante su ciclo de vida.
En su fase asexual, P. infestans produce unas
estructuras conocidas como esporangios que
pueden producir propagulos flagelados llamados
zoosporas o germinar directamente en una hifa
(filamento que forma el cuerpo vegetativo de estos
organismos). Estas dos formas de germinacion,
llamadas indirecta y directa, respectivamente, se
dan dependiendo de las condiciones ambientales.
Si las temperaturas son superiores a 12 °C, los
esporangios germinan de forma directa, perosilas
temperaturas son mas bajas y la humedad relativa
es alta, los esporangios liberan varias zoosporas,

que podrian llevar al desarrollo de la enfermedad.

Revista hipOtesis

La reproduccion sexual ocurre solamente cuando
dos cepas diferentes, compatibles genéticamente
(conocidas como A1y A2), se encuentrany forman
esporas sexuales conocidas como 0o0sporas.
Estas oosporas son el resultado de procesos de
recombinacion genética que ademas de generar
variabilidad genética, le permiten al patdégeno
sobrevivir en el suelo por largos periodos de
tiempo, incluso en condiciones ambientales
adversas. Estas estructuras servirfan como inéculo
del patdgeno en el siguiente ciclo de cultivo, lo que

aumenta las posibilidades de que se desarrolle la

enfermedad [6].

Phytophthora infestans Fotografia: I. Sacek
En Colombia, a la enfermedad causada por
Phytophthora infestans la llaman gota o tizén tardio.
Esta enfermedad es conocida por los efectos
devastadores que ha tenido en varios cultivos y
porque contribuy6 a la gran hambruna de Irlanda
a mediados del siglo XIX. El protista causa la
enfermedad en papa, tomate y otros cultivos de la

familia boténica Solanaceae.




Los impactos econdmicos de este patdgeno son
importantes, pues generan graves problemas
socioeconémicos y considerables pérdidas en la
produccion de los cultivos en diferentes regiones
del mundo [7]. Se estima que cerca del 80% de
la produccién puede malograrse en cada ciclo de
cosecha y alrededor de 5000 millones de ddlares
se pierden anualmente en estos cultivos debido
a la presencia del patégeno [4]. En Colombia
se estima que un productor debe destinar en
promedio cerca del 5% de los gastos totales de
produccion al control quimico de la gota de la
papa [8]. Dada la importancia del cultivo de papa
a escala mundial, el patégeno se ha considerado
uno de los principales causantes de pobreza en
las regiones productoras, pues incrementa los
problemas de seguridad alimentaria en todo el

mundo [9].

Fuente: Rawpixel

Cultivo de papa
Fotografia: Awaais

Por todo lo anterior, muchos investigadores
alrededor del mundo investigan varios aspectos
de este patosistema, patdgeno-hospedero.

Algunos se enfocan en la blsqueda de resistencia
en las plantas hospederas, otros buscan estudiar
la diversidad genética del patdgeno y algunos
gueremos entender los genes o grupos de ellos
gue controlan aspectos importantes del patégeno,
todo esto con el fin de disefiar estrategias de
manejo eficiente de las enfermedades. En el
laboratorio de Micologia y Fitopatologia Uniandes
(LAMFU) queremos entender los determinantes
genéticos que controlan la resistencia o
susceptibilidad del patégeno a los fungicidas, vy
gue controlan la adaptacion a temperaturas de
crecimiento mayores a la temperatura 6ptima de
crecimiento (20°C). Laidentificacién de estos genes
es determinante para poder disefiar mecanismos
que contrarresten su actividad especialmente
en escenarios de incremento de la resistencia a
fungicidas y de cambio climatico, como los que

estamos enfrentando en la actualidad.
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GWAS en pocas palabras

Una de las estrategias mas comunes en la
actualidad para laidentificacion de genes asociados
con caracteres fenotipicos es el analisis GWAS.
Como dijimos en la introduccién, el GWAS tiene por
objetivo buscar las asociaciones estadisticamente
significativas entre regiones genémicas y fenotipos.
En pocas palabras, necesitamos, por un lado,
determinar el fenotipo de un grupo de cepas del
patégenoy, por otro lado, determinar los genotipos

de cada una de ellas.

Hablemos de fenotipificacion, tal vez el concepto
mas facil de entender, pero también el proceso
mas costoso y laborioso de hacer en el laboratorio.
El fenotipo es la manifestacion visible de un grupo
de genes en un ambiente dado, por ejemplo,
el color de una flor. En el caso particular de la
resistencia y susceptibilidad a fungicidas, debemos,
para cada cepa, establecer cémo es su respuesta a
diferentes concentraciones del producto quimico.
La manera mas comun de determinar el fenotipo
de respuesta a un fungicida es determinar el
crecimiento relativo de una cepa expuesta a una
concentracion dada con respecto al crecimiento de
la misma cepa que crece en el mismo medio, pero
sin fungicida. Al final, tendremos una gran base de
datos con el porcentaje de crecimiento relativo al
control (medio sin fungicida) de cada cepa en cada
concentracion del producto, con lo que se logra asi

la fenotipificacion.

Revista hipOtesis

De manera complementaria debemos determinar
el genotipo de cada cepa, en un proceso que
se llama genotipificacion. Los genotipos son el
conjunto de genes de un individuo. Idealmente,
y de acuerdo con esta definicion, el genotipo
se determina al secuenciar completamente el
genoma de cada microorganismo. El problema
es que, para un estudio de GWAS, se requiere de
cientos a miles de individuos para que los andalisis
sean lo suficientemente robustos para establecer
asociaciones significativas. Secuenciar el genoma
completo de cientos de organismos resultaria
muy Costoso y el proyecto seria inalcanzable para
la mayoria de los laboratorios. Como alternativa
a determinar el genoma completo en cientos de
organismos, o que se hace es utilizar marcadores
genéticos que den una informacidon amplia vy

aproximada del genotipo.

Sintoma en hoja de papa Phytophthora infestans
Fuente: Wikipedia



Un marcador genético es una secuencia variable
de ADN con una ubicacion conocida o de facil
reconocimiento en el genoma. Existen varios tipos
de marcadores genéticos, entre los mas usados
estan los polimorfismos del tamafio de fragmentos
de restriccion (RFLPs, por sus siglas en inglés),
y los polimorfismos del tamafio de fragmentos
amplificados (AFLPs) [10]. La importancia de
los marcadores se basa en esas pequefias
diferencias que existen en la secuencia de ADN
de los organismos de una misma especie. Por
tal razén, buscamos marcadores que cubran un
gran porcentaje del genoma, para que aumenten
las posibilidades de encontrar regiones variables
entre organismos de la misma especie que, luego,
podamos asociar con las diferencias en fenotipo

gue muestren esos mismos organismaos.

Papa infectada con Phytophthora infestans
Fuente: Wikipedia

Phytophthora infestans
Fotografia: Wikipedia

Hoy en dia, los marcadores mas usados para
estudios de GWAS son los polimorfismos de
un solo nucledtido Vo SNPs (del inglés, Single
Nucleotide Polymorphism) [10]. Gracias a los
adelantos tecnoldgicos en secuenciacion de acidos
nucleicos, hoy en dia es menos costoso y muy
rapido obtener pequefias secuencias esparcidas
en todo el genoma, y en las cuales podemos tratar
de buscar esos polimorfismos (variaciones en el
genoma entre individuos), lo que se conoce como
genotipificacion por secuenciacion (GBS, por su
sigla en inglés). Al final del proceso, tendremos
una gran base de datos de pequefias secuencias
alolargo del genoma que llamaremos el genotipo
de cada individuo. Es importante en esta fase
el trabajo del bioinformatico, quien tiene que
procesar cientos de miles de secuencias cortas
por organismo Yy las tiene que ordenar y ubicar
en el genoma de referencia para que sean

comparables entre individuos.
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Entonces, para este momento, el investigador tiene dos bases de datos: una para el fenotipo de

cada individuo y una para el genaotipo. Es ahi cuando recurrimos a la estadistica para determinar qué

variaciones en el genoma se asocian de manera estadisticamente significativa con las variaciones en

el fenotipo. Una vez identificadas, el bioinformatico se devuelve a la ubicacién de las variaciones en el

genoma con el fin de encontrar los genes que estan cerca de esos marcadores polimérficos asociados.

De esta manera, terminamos nuestro andlisis con una serie de genes o de regiones en el genoma

con alta probabilidad de ser los determinantes de esos caracteres que tratamos de controlar como

fitopatélogos.
Aplicaciones de GWAS a la fitopatologia

Los estudios de asociacion han arrojado
resultados muy interesantes y prometedores
en el drea de las enfermedades humanas, lo
que permite encontrar genes previamente
desconocidos, pero que son responsables de los
fenotipos (caracteres de interés) [11]. En el caso
de plantas, los analisis de GWAS o estudios de
mapeo por asociacidon —como también se pueden
llamar este tipo de estudios— han permitido
hacer avances significativos en el mejoramiento
genético, por ejemplo, la produccién de plantas de
malfz con niveles mas elevados de betacarotenos
[12]. En otro estudio, se usaron 413 genotipos
de arroz de 82 paises y 44100 variantes de tipo
SNP para encontrar asociaciones con 34 rasgos
fenotipicos involucrados en la morfologia y el
desarrollo de la plantay la calidad del grano entre
otros [13]. En un estudio reciente, se analizaron
184 genotipos de trigo con 9503 marcadores SNP
gue fueron seleccionados de un total de 35153
para encontrar regiones del genoma del trigo
relacionadas con la concentracion de zincy hierro
y el contenido de proteina en los granos. El fin es
mejorar la biofortificacion del trigo y contribuir
asi a aumentar los aportes nutricionales de este

cereal a la dieta humana [14].

Revista hipOtesis

En el estudio de la relacién patégeno-hospedero
son pocos los ejemplos que encontramos. Entre
ellos, es mas comun encontrar estudios sobre
caracteristicas de la planta hospedera que sobre
caracteristicas del patégeno. En los Ultimos afios,
varios estudios en arroz [15], soya [16], cafia [17],
entre otros, se han publicado con el objetivo
de encontrar genes de resistencia a diferentes
patégenos. Sin embargo, algunos estudios se
han publicado para el patégeno, y en ellos se
busca determinar varios genes responsables
de los dafios que causan los patégenos a los
cultivos. Al hacer una busqueda en la pagina
de las publicaciones periddicas de la American
Phytopathological Society (APS), con la palabra
clave GWAS, encontramos algunos ejemplos de
estudios de asociacion en patdgenos de plantas.
Si bien no haremos un listado detallado de cada
referencia, si es pertinente mencionar los genes
que los investigadores buscan determinar:
factores de virulencia y de patogenicidad; genes
de agresividad; de sensibilidad a azoles (un
grupo quimico de fungicidas); y de produccién de

deoxinivalenoles.



GWAS y Phytophthora infestans

En el aflo 2020, publicamos el primer estudio

—hasta la fecha— que intenta encontrar
asociaciones significativas a escala gendmica en
un panel de 58 aislamientos de P. infestans de
los Estados Unidos y México para tres fenotipos
de relevancia para el manejo y la prediccion
de la enfermedad: crecimiento del micelio a
temperaturas cada vez mas calidas; sensibilidad al
fungicida mefenoxam; ytipo de apareamiento[18].
Se realizaron pruebas de asociacion de todo el
genoma para cada uno de los fenotipos, al utilizar
variantes gendmicas recuperadas por el método
de genotipificacion por secuenciacion para
obtener informacion sobre la base gendmica de
estos fenotipos. Como se menciond, el tamafio de
la muestra es de suma importancia para aumentar
la tasa de descubrimiento de asociaciones. Sin
embargo, la caracterizacion fenotipica con alta
exactitud y precision es costosa y requiere mucho
tiempo, lo que limita el ndmero de aislamientos
que se pueden incluir en este tipo de estudios.
La reproduccion asexual de P. infestans permite
mantener varias replicas (clones) de un genotipo
en un mismo ambiente o en ambientes diferentes.
Esto permitid una fenotipificacion mucho mas
precisa ya que la cantidad de variacién inducida
por el medio ambiente se puede estimar y tener

en cuenta en el andlisis de asociacion [19].

Phytophthora infestans
Fotografia: Scot Nelson

En general, estos aislamientos tuvieron tasas de
crecimiento micelial éptimas a 15 °C 0 20 °C. Sin
embargo, dos individuos del centro de México
crecieron mejor a temperaturas mas altas que la
mayoria de los demas y dos individuos crecieron
relativamente menos a temperaturas mas altas
que la mayoria de los demas. Se encontrdé un
polimorfismo de un solo nucledtido (SNP, por sus
siglas en inglés) asociado con la variabilidad en el
crecimiento del micelio a 20 °C; dos asociados con
la variacion del crecimiento del micelio a 25 °GC;
dos asociados con la sensibilidad al mefenoxam;
y uno asociado con el tipo de apareamiento. Es
curioso que los SNP asociados con la sensibilidad
al mefenoxam se encontraron en una region
con pocos genes, es decir, que posiblemente la
variacion observada para este fenotipo se deba
a modificaciones de la regulacion de la expresion
génica, mientras que los SNP asociados con el
crecimiento a las dos temperaturas y el tipo de
apareamiento se encontraron en regiones mas
densas en genes. Lo anterior sugerirfa que las
variaciones observadas en estas caracteristicas

podrian estar directamente relacionadas con

cambios en los productos de estos genes.
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Conclusion

El estudio de enfermedades de gran importancia,
como el tizén tardio de la papa, debe abordarse
teniendo en cuenta todos los actores involucrados:
ambiente, planta y patdgeno. En este Ultimo caso,
el control de patégenos que estan adaptados
a varios hospederos y que tienen una gran
capacidad de cambio por la posibilidad que tienen
de generar muchos individuos por cada ciclo de la
enfermedad es una tarea dificil, pero al entender
mejor la biologia del patdgeno, su genética y su
comportamiento, daremos saltos importantes
hacia el desarrollo de nuevas estrategias de control
0, por lo menos, de mitigacion de dafios causados

por estos organismaos.
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