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Resumen

En los dltimos afios los avances tecnoldgicos han posibilitado explorar la
naturaleza como nunca y, en consecuencia, posicionar la biologia como una
ciencia de la informacién. Entre estas nuevas aproximaciones metodolédgicas de
las ciencias de la vida se destacan las disciplinas 6micas, cuyo objeto de estudio
son conjuntos biomoleculares particulares (ADN, ARN, proteinas o metabolitos
secundarios) analizados mediante procedimientos de alto rendimiento. En
este sentido, la genédmica (con sus derivados: pangendmica y metagenémica),
la transcriptémica, la protedmica y la metabolémica —entre otras disciplinas
6micas— conforman lineas de estudio imprescindibles para describir la
naturaleza y potenciar la produccién de bienes y servicios biotecnoldgicos.
En este capitulo se hace una recopilacién de los procedimientos empleados
para hacer estudios démicos y se resalta su utilidad en la investigacién y el
desarrollo de agentes de control bioldgico para invertebrados plaga y
fitopatdgenos. Se resefia, en consecuencia, la importancia del conocimiento
gendmico, transcriptémico, protedmico y metabolémico para la comprensién
de las caracteristicas moleculares de hongos, bacterias y virus utilizados en el
control bioldgico. Ademds, se aporta informacidn sobre el funcionamiento de
las relaciones multipartitas para la implementacién de la agricultura como un

sistema productivo sostenible, amigable con el ambiente y resiliente.
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Abstract

Recently, the technological advances have made it possible to explore nature
as never before, and to position biology as an information science. Among
these new methodological approaches are the disciplines known as "omics’,
which include all areas of life sciences that take particular biomolecular sets as
study objects (eg, DNA, RNA, proteins or secondary metabolites), and that use
high-throughput procedures for their approach. Thus, genomics (including
derivatives known as pangenomics and metagenomics), transcriptomics,
proteomics and metabolomics, among other omics, form important study
lines to describe nature and from there, to enhance the generation of products
and services in biotechnology. In this context, this chapter compiles the
procedures used to carry out omic studies, with special emphasis on the
research and development of biological control agents for invertebrate pest
and phytopathogens. Thus, the importance of genomic, transcriptomic,
proteomic and metabolomic knowledge is underlined in order to understand
the molecular reasons that make bacteria, fungi and viruses useful in biological
control, as well as to gather information about how multipartite relations
work, all central aspects to turn agriculture into a productive, sustainable,

environmentally friendly and resilient system.
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Introduccién

Las ciencias biolégicas se han beneficiado de la
revolucién tecnoldgica ocurrida en las tltimas décadas,
gracias a la cual es mis sencillo y productivo hoy en
dia generar evidencias dtiles para la comprensién
de la naturaleza. Si algo caracteriza y unifica al siglo
XXI es que este representa el inicio de una era en la
que la informacién parece ser la base de todo avance
y desarrollo para la humanidad. Nadie duda de que
tanto el acceso como el usufructo de la informacién
en sus distintos niveles y dimensiones —desde los
progresos en las comunicaciones interpersonales e
interinstitucionales, hasta la mejora indiscutible de
las ciencias informdticas— han adquirido buenos
niveles de democratizacién y han permeado numerosas
disciplinas y actividades humanas. En tal sentido,
el beneficio de ello para las ciencias y tecnologias
de la vida permitird mejorar los sistemas agricolas
y transformarlos en mdas sustentables, resilientes y
productivos, lo cual serd de gran provecho para la

seguridad alimentaria mundial.

Contexto histérico

Desde el siglo xix las ciencias bioldgicas han
incrementado su marco conceptual de manera
significativa. El inicio de este sorprendente camino
se debe a las ideas y demostraciones realizadas por
Charles Darwin y Gregor Mendel (Charlesworth &
Charlesworth, 2009; Liu & Li, 2015). Para el siglo xx,
se alcanzd el descubrimiento de que la informacién
contenida en la materia viva estd almacenada en el ADN
y se halla escrita con una sintaxis particular, con ciertos
rasgos de universalidad entre especies. Estainformacién
se expresa como ARN y proteinas, moléculas que
concentran la mayor diversidad de actividades utiles
en la construccién de células, organismos y, en mayor

escala, poblaciones, comunidades y ecosistemas.

A partir de la década de los setenta, la ingenieria
p g
genética surgié como un nuevo e imprescindible brazo

metodoldgico de la biotecnologia, lo cual generé una
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auténtica revolucién socioproductiva (Miller, 2017).
De cierta manera, es posible entender la ingenieria
genética como la disciplina que asume el control de
la informacién biolégica, que desarrolla estrategias
y procedimientos para adquirirla, entenderla e
intervenirla con el fin de producir bienes y servicios

ttiles para la humanidad.

En este devenir histérico, como subproducto de lo
anterior, cabe mencionar el nacimiento de las disciplinas
émicas, terminologia derivada del sufijo -oma, que hace
referencia a conjuntos de algo en estudio (Hasin et al,,
2017; Moshelion & Altman, 2015). Asi, hoy en dia
se habla con naturalidad de genémica (informacién
genética de un individuo) (Thao & Tran, 2016),
pangenémica (informacién genética de una especie)
(Udaondo, Duque, & Ramos, 2017) y metagendmica
(informacién genética de distintas especies conviviendo
en un mismo sitio) (Crovadore et al., 2017). También
se menciona la transcriptémica (moléculas de ARN
expresadas por un tipo celular de un individuo) (Nawaz
et al., 2017) y la metatranscriptomica (moléculas de
ARN expresadas por la materia viva que habita en un
sitio dado) (Newman et al, 2016). Finalmente, es
usual describir evidencias derivadas de la protesmica
(proteinas expresadas por materia viva) (Lande et al.,
2017), la interactémica (redes de vinculos entre ADN,
ARN y proteinas) (Rodriguez-Llorente et al., 2009) y
la metabolémica (coleccién de metabolitos que ayuda a

comprender funciones celulares) (Najafabadi, Naghavi,

Farahmand, & Abbasi, 2017).

En todos los casos, se hace referencia a conjuntos de
informacién cuya comprensién, manejo y control se
realiza mediante aproximaciones de ingenieria genética.
Dicha informacién es fundamental para el desarrollo
de tecnologias esenciales para la salud humana o para
actividades cruciales de nuestra subsistencia, como la
agricultura y la ganaderia. Hasin et al. (2017) muestran
cémo el disenio de los estudios émicos requiere de
una planificacién y ejecucién cuidadosas, que suele
demandar un gran nimero de comparaciones, anilisis
estadisticos e inversién de tiempo y dinero para la

aplicacién de tecnologias particulares.

Para lograr estos avances significativos ha sido
necesario, por tanto, el desarrollo de nuevos
procedimientos, conocidos como tecnologias bio-
l6gicas de alto rendimiento (high-throughput), las
cuales se caracterizan por incluir metodologias que
permiten realizar de miles a millones de experimentos
en paralelo y en tiempos cortos, para poder dominar
conjuntos informativos complejos. La aplicacién de

estos métodos se evidencia en numerosos casos, por

Tecnologias bioldgicas de alto
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ejemplo, en las respuestas de la soya a condiciones
de estrés tanto de origen bidtico (infecciones por
Fusarium oxysporum, Heterodera glycines y el virus
del mosaico) como abidtico (sequia, anegamiento,
frio, salinidad y deficiencia de fésforo) (Tyczewska,
Gracz, Kuczynski, & Twardowski, 2016). Todo este
avance tecnoldgico vino acompafiado del progreso
de la bioinformitica, disciplina que colabora en la

comprensién y andlisis de la informacién bioldgica.

rendimiento en genémica y transcriptémica

Los primeros “proyectos genoma” estuvieron basados
en la metodologia de secuenciacién propuesta por
Frederick Sanger en 1975 (hoy reconocida como
la primera generacién de métodos para estudiar
secuencias de ADN) (Sanger, Nicklen, & Coulson,
1977b). Después, se conformd un consorcio intet-
nacional, a finales de la década de los ochenta, para
conocer el genoma humano (Moraes & Gées, 2016),
objetivo que recién se comenzd a alcanzar a comienzos
de este siglo (Lander et al, 2001). Paralelo a este
enorme desafio, el mismo propésito se replicd para
algunos organismos modelo como Caenorhabditis
elegans (The C. elegans Sequencing Consortium,
1998), Drosophila melanogaster (Adams et al., 2000) o
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis Genome Initiative,
2000), con los cuales se obtuvieron resultados exitosos

antes que en nuestra especie.

Cabe destacar que el primer genoma secuenciado fue
el de un bacteriéfago (Sanger et al., 1977a), mientras
que el primer ser vivo del que se conocié su secuencia
gendmica fue la bacteria Haemophilus influenzae rD
(Fleischmann et al., 1995); ambos estudios fueron
llevados a cabo mediante el método desarrollado por
Frederick Sanger. Sin embargo, los costos y dificultades
derivados de estas empresas a finales del siglo xx
plantearon la necesidad de innovar tecnolégicamente.
Ante tales desafios, en la primera década de este siglo
surgieron nuevos procedimientos conocidos como
“tecnologfas de secuenciacién de siguiente generacidn”
(next generation sequencing o NGs) (Ambardar, Gupta,
Trakroo, Lal, & Vakhlu, 2016), las cuales incluyen

las siguientes tecnologias de segunda generacion: 454

(comercializada por Hoffmann-La Roche, actualmente
descontinuada), Illumina (comercializada por Illumina,

Inc.) Solid y Ion Torrent (ambas comercializadas por

Thermo Fisher Scientific).

Las n~Gs también incluyen las tecnologias de
tercera generacion o SMRT (single molecule real time
sequencing), de las cuales, PacBio (comercializada por
Pacific Biosciences of California, Inc.) y Nanopore
(comercializada por Oxford Nanopore Technologies
Limited) son sus representantes disponibles en la
actualidad. Tanto las de segunda como de tercera
generacién son consideradas tecnologias bioldgicas de
alto rendimiento, gracias a cuya aplicacién es posible
secuenciar genomas o transcriptomas parciales o
completos en plazos cortos, asi como disponer de
informacién metagendmica y metatranscriptomica,

todo a costos mds accesibles.

Bésicamente, el flujo de trabajo para emplear estas
tecnologias consiste en aislar el 4cido nucleico de la
muestra problema: ADN para genémica o ARN para
transcriptdmica, provenientes, por ejemplo, de un
individuo, de un conjunto de individuos de una misma
especie 0 de una muestra ambiental (suelo o agua)
que contiene distintas especies. Después, dicho acido
aislado se convierte en un ADN copia (si originalmente
era ARN), se fragmenta y se une a segmentos de ADN de
doble cadena de secuencia conocida (adaptadores) para
generar unabiblioteca (DN4 [ibrary). Unavez obtenidala
biblioteca, estas ‘quimeras” son capturadas en soportes
s6lidos (generalmente perlas esféricas o celdas de flujo)

y amplificadas in vitro con ADN polimerasas (solo para
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el caso de 454, Illumina, Solid y Ion Torrent, mediante
cebadores que hibridan en los adaptadores), para luego
adquirir la informacién de secuencia en paralelo para
la totalidad de los fragmentos mediante diferentes
métodos seglin la NGs en cuestién. Estos métodos
suelen ser pirosecuenciacién y deteccién de luz blanca

(454), terminador de sintesis reversible y fluorimetria

Muestra
biologica

(Illumina), ligacién de sondas y fluorimetria (Solid),
deteccidn con semiconductores de protones derivados
de sintesis (Ion Torrent), empleo de la guia de onda de
“modo cero” (zmw, zero-mode waveguide) y fluorimetria
(PacBio); o deteccién de cambios de voltaje en una

membrana con poros por donde pasan biomoléculas

(Nanopore) (Ambardar et al,, 2016) (figura 22.1).

agcttcgcaa...

Figura 22.1. Flujo de trabajo para secuenciacién de ADN y ARN. 1. Toma de muestra (de individuos, poblaciones y

muestras complejas). 2. Aislamiento de ADN 0 ARN. 2\ El ARN se convierte 2 ADN copia. 3. Fragmentacién y unién de

adaptadores de ApN de doble cadena de secuencia conocida para generar una biblioteca (en color azul). 4. Captura

en soporte sélido (en algunas tecnologias existe un paso posterior de amplificacidén in vitro con ADN polimerasas).

5. Proceso de secuenciacién de cada uno de los fragmentos.

Fuente: Elaboracién propia
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Las NGs presentan diferentes costos y utilidades segin
sus capacidades diferenciales, y es comin combinarlas
para lograr un mayor poder de captura de informacién
o seleccionarlas de acuerdo con el objetivo deseado
(Hinrichs et al., 2015; Liu et al., 2012; Wei, Bemmels
& Dick, 2014). Por ejemplo, para contemplar una gran
cantidad de lecturas o profundidad de la secuenciacién
es recomendable utilizar Illumina o Solid, mientras que
PacBio se destaca en la longitud individual de cada lectura
y, por lo tanto, es ttil para el ensamblado de las secuencias.
Por su parte, Ion Torrent se destaca por mejorar los costos
por megabases, pero si se incluye la variable del costo y
la portabilidad de los equipamientos, el mas econémico y
pequefio resulta ser el derivado de la tecnologia Nanopore.
En consecuencia, es necesario proponer el mejor algoritmo
de trabajo segin el fin particular deseado: conocer la
secuencia de un genoma, conocer la diversidad de un
pangenoma, disponer de la lista de especies presentes
en una muestra o conocer las actividades expresadas en

determinadas condiciones ambientales, entre otros.

Otra tecnologia bioldgica de alto rendimiento que
se emplea como complemento para la adquisicidn
de secuencias gendmicas y transcriptdmicas por
medio de las NGs es la hibridacién en microarreglos
(Douglas & Ehlting, 2005; Marzancola, Sedighi, & Li,
2016; Williams, Monge-Monge, Otvos, Reardon, &
Ragenovich, 2011). Esta aproximacién metodoldgica
se difundié antes de la comercializacién de las nGs, por
lo cual fue el disparador del desarrollo y aplicacién de la
inquietud cientifica en la exploracién de la variabilidad
pangenémica de las especies y de los patrones de

expresién génica derivados.

Estos estudios fueron necesarios para enriquecer

y expandir la informacién gendmica producida a

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

partir de los “proyectos genoma” realizados mediante
tecnologia Sanger, la cual resulta ahora inadecuada
por costos y tiempos. Bdsicamente, la hibridacién en
microarreglos incluye el aislamiento de una muestra
de 4acidos nucleicos de interés (del mismo modo que
lo indicado para el ApN en estudios gendmicos o
el ARN en anilisis transcriptémicos) y su posterior
fraccionamiento y marcacién con grupos quimicos
fluorescentes, para luego enfrentarlos a pequefios
chips que contienen miles de oligonuclestidos
ordenados y de secuencia conocida (microarreglo)
(figura 22.2). Asi, en funcién de los segmentos
retenidos (por complementariedad de las bases
nitrogenadas), se podrd revelar qué secuencias
estaban presentes en la muestra (lo cual indica las
variantes gendmicas del individuo en estudio o cudles

genes estdn siendo transcritos).

A pesar de que esta tecnologfa surgié previamente a
los nuevos métodos de secuenciacién, atin hoy se sigue
utilizando con los mismos fines. Existen numerosas
empresas que ofrecen el servicio para el disefio de chips a
medida, y su empleo, por ser todavia mas econdémico que
el delas NGs, continta presentdndose como una excelente
alternativa para enriquecer el conocimiento derivado
de las disciplinas émicas. En particular, la hibridacién
en microarreglos permite realizar estudios amplios de
variabilidad pangenémica —generalmente expresada en
s~ (single nucleotide polymorphisms) y cNv (copy number
variations)— que incluyen numerosos individuos, con el
posterior andlisis de asociacidn a fenotipos particulares.
Esto permite la determinacién de biomarcadores utiles,
por ejemplo, en el mejoramiento vegetal y animal o
en la identificacién de secuencias con valor patoldgico
(Chang, Lipka, Domier, & Hartman, 2016; Evans
et al., 2008).

Tecnologias bioldgicas de alto rendimiento en proteémica

Si bien la informacién de la materia viva estd
almacenada en moléculas de ADN y es posible revelar
los indicios de su expresién a partir de las moléculas
de ARN, las actividades centrales estdn representadas
en la fraccién proteica. Por ello, a veces resulta
imprescindible conocer cudles actividades bioldgicas

ocurren en un momento dado, para lo cual, es de gran

importancia disponer de tecnologfas de aproximacién
protedmica. Cabe destacar que, infortunadamente, no
existen procedimientos tecnoldgicos para la aplicacion
en polipéptidos tan precisos y con tanta capacidad de
recuperacion de la informacién como los ofrecidos por
las tecnologias NGs antes mencionadas. Sin embargo,

se encuentran opciones que ayudan a su tratamiento,
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Muestra
bioldgica

Presencia [_|
Ausencia [ ]

Figura 22.2. Flujo de trabajo para hibridacién en microarreglos. 1. Toma de muestra (de individuos). 2. Aislamiento
de ADN 0 ARN. 3. Fragmentacidn, desnaturalizacién y marcado con fluorocromos (es posible también amplificar
con polimerasas). 4. Mezcla de los 4cidos nucleicos de la muestra con el microarreglo en condiciones adecuadas.
5. Revelado. 6. Determinacién de secuencias presentes y ausentes en la muestra. También, seglin como se realice el

experimento, es posible extraer informacién cuantitativa.

Fuente: Elaboracién propia
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como la espectrometria de masas (Vidova & Spacil,
2017). Esta tecnologia permite analizar con gran
precisién la distribucién de moléculas en funcién
de su masa y carga, de modo tal que, sin secuenciar,
se puede aportar evidencia significativa para inferir
la presencia de determinadas proteinas y reconocer
sus modificaciones postraduccionales. Para ello, la
muestra de partida es ionizada mediante diferentes
aproximaciones: por electrospray (Es1 o electrospray
ionization) o por desorcién/ionizacién con ldser
asistida por una matriz (Maldi, o matrix assisted
laser desorption/ionization), entre otras. Después,
la muestra se somete a un campo electromagnético
y se analizan las masas, también por diferentes
aproximaciones: tiempo de vuelo (ToF o time of flight)
y trampa de iones con cuadrupolo, entre otras. Existen
numerosos ejemplos de su aplicacién, que incluyen su

uso exitoso en la identificacién de bacterias patdgenas

de humanos (Bizzini & Greub, 2010) y de plantas

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

(Kazemi-Pour, Condemine, & Hugouvieux-Cotte-
Pattat, 2004), asi como de hongos fitopatégenos
(Brun et al., 2013).

Debido al gran ntmero de polipéptidos diferentes
expresados por una materia viva, suele recomendarse
un fraccionamiento de esta, antes de su andlisis
por espectroscopia de masas. Es frecuente emplear,
entonces, electroforesis bidimensional (Najafabadi,
Naghavi, Farahmand, & Abbasi, 2017) o técnicas de
cromatografia liquida (Qu et al., 2016) para disponer
de submuestras menos complejas que faciliten una mas
completa determinacién (figura 22.3). Es importante
sefialar que, para un mejor aprovechamiento de las
aproximaciones proteémicas, es conveniente primero
conocer las secuencias gendémicas de las materias
vivas en estudio y disponer, asi, de bases de datos
que contengan las masas de las proteinas tedricas que
podrian expresar esos organismos, de forma que se les

pueda asignar una identidad.

Tecnologias bioldgicas de alto rendimiento en metabolémica

Todas las funciones que un organismo puede llevar a
cabo estdn escritas en las moléculas de ADN que porta
como genoma. Sin embargo, los genes no se expresan
todo el tiempo ni se expresan en una proporcidn similar,
por lo cual, si bien conocer esa informacién es de
ayuda, esta no revela cudles funciones estin presentes.
Aunque gracias al conocimiento actual que tenemos
sobre la diversidad de motivos proteicos es posible
hipotetizar —con base en los polipéptidos detectados
experimentalmente en una muestra— cudles serfan las
funciones activas, es necesario recurrir a otras fuentes
de informacién para tener un conocimiento completo
sobre gendémica funcional. Es por esta razén que la
metabolémica resulta de capital importancia para
una mejor comprension de la fisiologia de una célula,
de un tejido o de un organismo. Comparativamente,
la informacién pangenémica o metagenémica suele
ser poco variable a lo largo del tiempo (aunque para
algunos ecosistemas o ciertas especies de vida corta si
pueden suceder variaciones contundentes, producto
de la ocurrencia de cambios ambientales, muchos de
ellos antropogénicos), mientras que las dimensiones

transcriptomicas y proteémicas son consideradas per se

como de alto dinamismo. Por su parte, la metabolémica
podria ser definida como la ventana bioldgica mas

dinidmica de todas.

Como se menciond antes, bisicamente la metabolémica
pretende describir el conjunto de metabolitos
(moléculas orgdnicas pequefias, como hormonas,
antibidticos, compuestos de sefalizacién o metabolitos
secundarios) presentes en una muestra biol6gica
dada, lo cual puede traducirse en un perfil metabélico
particular o huella que revela cuestiones fisiopatoldgicas

puntuales del momento en que se tomé la muestra

(Gogna, Singh, Sheeba, & Dorai, 2015).

Para su aplicacién, primero se deben separar los
metabolitos presentes mediante electroforesis capilar
o cromatografias en fase gaseosa o liquida, como la
cromatografia liquida de alto rendimiento (HpLC, high
performance liquid chromatography). Luego se realiza su
determinacién y potencial cuantificacién empleando
técnicas que incluyen la espectroscopia de masas y
de resonancia magnética nuclear (RmN). Todos estos

procedimientos hacen posible, por ejemplo, el estudio
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de los metabolitos que producen los microbios o la
identificacién de los cambios fisiolégicos que suceden
en insectos sometidos a estreses térmicos (Covington,
McLean, & Bachmann, 2016; Chou, Pathmasiri,
Deese-Spruill, Sumner, & Buchwalter, 2017). El
estudio experimental presenta similitudes con el

estudio protedémico (figura 22.3).

Los metabolitos se pueden clasificar, por ejemplo, en
primarios y secundarios en virtud de las funciones en
las cuales participan (funciones fisioldgicas esenciales
o auxiliares, respectivamente), y en enddgenos y
exdgenos segin el lugar en el que se hayan producido

(en el mismo organismo o en otros del entorno, respec-

Muestra
biolégica

Identidad
polipeptidica

6/ -~

Proteinas

tivamente). De este modo, su presencia y cantidad
relativa puede transformarse en una huella metabélica
atil para revelar cudles funciones bioldgicas (tanto

fisiolégicas como patoldgicas) se encuentran activas.

Bioinformatica

Labioinformitica es una disciplina cientifica emergente
que se nutre de datos, conocimientos y estrategias
provenientes de multiples disciplinas, entre ellas, la

biologfa, la bioquimica, la biofisica, la biotecnologia,

Técnicas separativas

© 4

(4

> |

<
|

Espectrometria de masas

(5

Base de datos

g | g

|.| T

Figura 22.3. Flujo de trabajo para estudios proteémicos. 1. Toma de muestra (generalmente de individuos o

tejidos de individuos, también de secretomas). 2. Aislamiento de proteinas. 3. Separaciones mediante cromatografia

o electroforesis bidimensional (esta etapa puede llevarse a cabo de manera comparativa entre situaciones).

4. Fragmentacién de polipéptidos y anilisis mediante espectrometria de masas. 5. Analisis de resultados mediante

aplicacion de distintos tipos de software y comparacién con bases de datos. 6. Determinacién de la identidad de los

polipéptidos presentes.

Fuente: Elaboracién propia
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la matemidtica, la estadistica y la computacién. La
bioinformitica es una ciencia de la informacién, ya
que participa activamente en la organizacién y la
transformacién de datos, a partir de lo cual se renueva
el conocimiento que se tiene sobre el objeto o el sistema

en estudio.

La mayor parte de las ciencias que proveen datos
a la bioinformdtica tienen una base esencialmente
experimental. La interdisciplinariedad ha llegado a
todas las dreas del quehacer “bioldgico’, lo cual ha
generado importantes cambios en paradigmas basicos.
Como antes se describid, en las dltimas décadas se
ha incrementado de forma exponencial la capacidad
de recoger datos en distintos niveles de organizacién:
desde lo molecular hasta lo sistémico. El conocimiento
de secuencias genémicas, por ejemplo, es técnicamente
accesible de forma rapida y relativamente econdmica.
Sin embargo, la informacién contenida en estas debe
ser decodificada para alcanzar el conocimiento pleno

y postular su aplicacidn en distintas dreas de interés.

Por otra parte, la bioinformdtica no solo tiene a su
cargo el anilisis de datos complejos mediante el uso
de herramientas computacionales, sino que también
se involucra en el disefio y mantenimiento de bases
de datos que reunen, organizan y almacenan de forma
estructurada la informacién biolégica. Al mismo

tiempo, la bioinformatica define los estindares de los

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

procedimientos que permiten acceder y recuperar de
forma eficiente la informacién bioldgica almacenada.
En la actualidad, pricticamente no existen procesos
bioldgicos cuyo estudio no implique etapas previas o

posteriores de andlisis bioinformitico.

La bioinformatica y
las disciplinas émicas

Es incuestionable que la secuenciacién mediante
sintesis e incorporacién de terminadores de cadena
(dideoxiNTPs), también conocida como secuenciacién
de Sanger (Sanger et al., 1977a), dominé el proceso de
secuenciacién durante mis de 20 afios. Sin embargo,
la necesidad del acceso al conocimiento de nuevas
secuencias gendmicas superd ampliamente los avances
tecnoldgicos desarrollados durante esos afos. Asi, en
paralelo con el auge creciente de lo que se llama “la
era posgendmica’, comenzaron a emerger las nuevas
tecnologias de secuenciacién antes mencionadas.
En pocos afios se fueron ofreciendo en el mercado
nuevos métodos y equipos de secuenciacién basados
en tecnologias alternativas (tabla 22.1). Todas ellas
permiten generar grandes volimenes de datos (de

millones a miles de millones de lecturas) en poco tiempo

Tabla 22.1. Tecnologias de secuenciacién de segunda y tercera generacién

Método Medicién Nombl're Referencia
comercial
Pitosecuenciacién Luz blanca (fotén)  FLX 454* Margulies et al. (2006)
Sintesis (terminadores reversibles) Fluorescencia Illumina Bentley (2006)
Ligacién (octdmeros fluorescentes) Fluorescencia Solid* McKernan et al. (2009)
Sintesis (fluoréforos en 3) Fluorescencia Helicos* Harris et al. (2008)
Sintesis (fluoréforo en los fosfatos) Fluorescencia PacBio Eid et al. (2009)
Sintesis Voltaje Ion Torrent Rothberg et al. (2011)
Flujo a través de un nanoporo Voltaje MinION Stoddart, Heron, Mikhailova,

Maglia, & Bayley et al. (2009)

* Descontinuada

Fuente: Elaboracién propia
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(desde unas pocas horas hasta un méximo de alrededor

de diez dias) y de forma econémica (aproximadamente

entre US$300 y US$1.500).

Los grandes volimenes de datos producidos por NGs
significan un reto enorme parala bioinformatica: ;c6mo
ordenar adecuadamente la mayor parte delaslecturasen
informacién gendmica de buena calidad? A este proceso
se le llama ensamblaje, del cual existen dos alternativas
procedimentales. Por un lado, se pueden ensamblar
las lecturas respecto de un genoma de referencia para
después mapearlas sobre la plantilla seleccionada con
el fin de determinar su orden y solapamiento; por otro,
se pueden ensamblar de novo. Para ello, se utilizan solo
las lecturas obtenidas en la secuenciacién masiva para
generar los contigs (segmentos de secuencia derivados
de lecturas contiguas) y los scaffolds mis probables
(unién de contigs vinculados por proximidad con base
en variantes de la tecnologia de secuenciacién), sin

compararlos @ priori con ningiin genoma de referencia.

En cualquiera de las dos alternativas, el paso final

(denominado finalizacion o terminacion del genoma)

Generacion masiva

de datos de secuencia

Control de calidad, limpieza

es el més laborioso, e implica la resecuenciacién con
métodos alternativos (por ejemplo, inicialmente con
Illumina o Ion Torrent y después con PacBio) o el
uso de pcr (polymerae chain reaction, reaccién en
cadena de la polimerasa’) y secuenciacién estindar de
Sanger si las regiones desconocidas o de baja calidad

son pocas y pequenas en longitud.

La figura 22.4 resume el flujo de trabajo de un proceso
de secuenciacién genémica. El cambio de paradigma
alcanzado con el advenimiento de la era posgenémica
facilita la obtencién inicial de los datos émicos en mul-
tiples niveles, pero el camino para su transformacién
en informacién util y confiable no es corto (Aguilar-
Bultet & Falquet, 2015; Glenn, 2011).

En la era posgendémica, las principales dreas de
investigacién con metodologias high throughput son las
siguientes: la genémica, la transcriptémica, la proted-
micaylametabolémica,aunqueeluniversodelasémicas
ha crecido tanto que se ha propuesto un lenguaje espe-

cifico para identificar subdreas de trabajo (Greenbaum,

Luscombe, Jansen, Qian, & Gerstein, 2001).

La bioinformadticay la
transformacion de datos
en informacidon

Con el objetivo de incrementar la eficacia de los
potenciales agentes de control biolégico, las tecnologias
masivas actuales permiten recolectar grandes volimenes

de datos vinculados con los siguientes propdsitos:

1. Identificar las caracteristicas moleculares del agente

de biocontrol.

2. Indagar acerca de las bases moleculares de propie-
dades diferenciales de cepas y variantes genéticas

con diferente capacidad de control bioldgico.

3. Identificar y caracterizar las bases moleculares
(genes, transcriptos, proteinas y rutas metabdélicas)
en cuanto a los modos de accién del agente de

biocontrol.

4. Estudiar en forma integrada el sistema bioldgico
de intervencidn, conformado por el agente de
biocontrol, el hospedero y el resto de organismos

presentes.
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Sin embargo, aun cuando la obtencién de datos masivos se
ha facilitado (en tiempo y en dinero), el camino posterior
para su organizacidn e interpretacién es una ardua tarea
que requiere de la interaccidn y colaboracién de diferentes
grupos de investigacién y organizaciones vinculadas con
el mundo académico. Para facilitar esto, se ha logrado
universalizar el acceso a la informacién obtenida a partir
de trabajos previos, mediante la organizacién de bases
de datos. Estas bases de datos cuentan con estructuras
y contenidos alternativos que mejoran la calidad de las
inferencias de “significado bioldgico” a partir de los datos
recolectados en experimentos masivos. En sintesis,
permiten una mejor transformacién de los datos crudos
en informacién bioldgica precisa. En la tabla 22.2, se
listan algunas de las bases de datos que se hanido creando

en el transcurso de las dltimas tres décadas.

Con base en lo discutido, es posible mencionar que
para todos estos temas existen multiples ejemplos de
trabajos de investigacidn en los cuales el aporte de las
disciplinas émicas y su interpretacién bioinformatica
ha sido central (Conesa et al., 2016; Lorito, Woo,
Harman, & Monte, 2010; Massart, Perazzolli, Hofte,
Pertot, & Jijakli, 2015; Oshlack, Robinson, & Young,
2010; Van Lenteren, Bolckmans, Kohl, Ravensberg,
& Urbaneja, 2017).

Tabla 22.2. Bases de datos de genémica, transcriptémica, protedmica y metabolémica

Denominacién y breve descripciéon URL

y correccion de errores o .
ppBJ (DNA Data Base of Japan). Repositorio de secuencias hetp://www.ddbj.nig.ac.jp/
de ADN a partir de cualquier tipo de sistema bioldgico y
también de secuencias artificiales (sintéticas o patentes)
E blad 2
nsamptaao . .
- 2 eMBL (European Molecular Biology Laboratories).
U . . . . .
£ 3 Repositorio de secuencias de ADN a partir de cualquier
e = . : 1, ., ) http://www.embl.org/
2 o tipo de sistema bioldgico y también de secuencias
o o o s
&) S artificiales (sintéticas o patentes)
D, <
Finalizacién del genoma
GenBank. Repositorio de secuencias de ApN a partir . .
L : . ., http://www.ncbi.nlm.nih.
de cualquier tipo de sistema biolégico y también de
. £icial s, gov/GenBank/
Figura 22.4. Esquema del procesamiento de datos obtenidos mediante secuenciacién masiva. Las etapas de secuencias artificiales (sintéticas o patentes)
ensamblado y evaluacién de calidad son iterativas hasta que se alcanza la calidad adecuada.
Fuente: Elaboracién propia (Contintia)
Capitulo 22. Las émicas en el control biolégico Gloria Patricia Barrera, Pablo Daniel Ghiringhelli, Stephen Mosher, Alejandro Caro-Quintero, Sebastien Massart, Mariano Nicol4s Belaic
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(Continuacién tabla 22.2)

Denominacién y breve descripcién

URL

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

(Continuacién tabla 22.2)

Genémica

Genomas

Ensembl. Repositorio de informacién bioldgica de genomas

grandes (humano, ratén, mosca de la fruta, pez cebra, etc.)

http://www.ensembl.org

Denominacién y breve descripcién

URL

Ensembl Genomes. Repositorio de informacién biolégica de otros
sistemas bioldgicos (invertebrados, plantas, hongos, protistas, etc.)

http://ensemblgenomes.
org/

Patric (PathoSystems Resource Integration Center).
Repositorio de genomas de bacterias patégenas

http://patricbre.vbivt.edu/
portal/portal/ patric/

Home

NMPDR (National Microbial Pathogen Data Resource).
Repositorio de genomas de bacterias patégenas,
principalmente del tipo B

http://www.nmpdr.org

sGD (Saccharomyces Genome Database). Repositorio del
genoma de Saccharomyces cerevisiae, genes y productos

codificados, fenotipos mutantes, etc.

http://www.yeastgenome.

org

vBRc (Viral Bioinformatics Resource Center). Almacena
genomas virales. Contiene datos sobre siete familias de patdgenos
emergentes o reemergentes: Arenaviridae, Bunyaviridae,
Filoviridae, Flaviviridae, Paramyxoviridae, Poxviridae y
Togaviridae; y cinco familias adicionales: Adenoviridae,

Asfarviridae, Baculoviridae, Herpesviridae e Iridoviridae.

http://www.biovirus.org/

VectorBase. Repositorio del genoma de invertebrados
que son vectores de patégenos humanos

http://www.vectorbase.org/

Transcriptémica

ARN

Rfam. Repositorio de informacién acerca de familias de ncRNNA
(non-coding RNA) y otros elementos de RNA estructurado

http://rfam.xfam.org

miRbase. Repositorio de secuencias de micro-RNA vy sus
correspondientes anotaciones

http://www.mirbase.org/

IncRNAdb. Contiene anotaciones sobre IncRNA (eukaryotic
long non-coding RNAs)

http://www.Incrnadb.org/

rRDP (Ribosomal Database Project). Permite clasificar
secuencias de rRNA 16S rapidamente y con certeza, de
acuerdo con las tltimas reglas taxonémicas propuestas en el

Manual de Bergey (Taxonomic outline of the Prokaryotes)

http://rdp.cme.msu.edu/

srPDB (Signal Recognition Particle Database). Provee secuencias
filogenéticamente ordenadas, alineadas y con anotaciones

correspondientes a la estructura y funcién de las srp

http://rth.dk/resources/
rnp/SRPDB/

tmRDB (Transfer-Messenger RNa Database). Provee secuencias
filogenéticamente ordenadas, alineadas y con anotaciones
correspondientes a la estructura y funcién de las tmRNP

http://www.ag.auburn.edu/
mirror/tmRDB/

Capitulo 22. Las émicas en el control biolégico

(Continda)

Proteémica

Expresién de proteinas

Expression Atlas. Repositorio de resultados de expresién
génica a partir de mas de 3.000 experimentos asociados con
40 organismos diferentes, incluyendo metazoarios y plantas

http://www.ebi.ac.uk/gxa/

home/

GEO (Gene Expression Omnibus). Repositorio publico
internacional que archiva y distribuye libremente datos de
gendmica funcional derivados de tecnologias de high-throughput

https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/geo/

UniProt (Universal Protein Resource). Repositorio central de datos

proteicos, secuencias y anotaciones funcionales. Es la combinacién

de las bases de datos Swiss-Prot, TrEMBL y PIR-PSD

http://www.uniprot.org/

PIR (Protein Information Resource). Repositorio para asistir
a los investigadores en la identificacién e interpretacién de
informacién relacionada con secuencias proteicas

http://pir.georgetown.edu/

Swiss-Prot. Repositorio que provee secuencias proteicas
con anotacién exhaustiva (descripcién de funcién, estructura
de sus dominios, modificaciones postraduccionales, variantes
proteicas, etc.), con un nivel minimo de redundancia y con

integracién con otras bases de datos

http://www.expasy.org/sprot

Pedant (Protein Extraction, Description and Analysis Tools).
Provee un andlisis automatizado exhaustivo de secuencias

gendmicas con una gran variedad de herramientas bioinformaticas

http://pedant.gsf.de

Prosite (Protein Sites). Es una base de datos de proteinas
que describe familias proteicas, dominios y sitios funcionales,
asi como los patrones y perfiles aminoacidicos presentes en ellas

http://prosite.expasy.org

Pfam (Protein families). Base de datos que incluye dominios

y familias proteicas. Pfam-A almacena un alineamiento multiple

y un modelo oculto de Markov. Pfam-B se generé automaticamente
y contiene un gran nimero de pequefas familias. Pfam-B es util

cuando no se detecta ninguna familia en Pfam-A

http://pfam.xfam.org

InterPro. Base de datos de familias proteicas, dominios y sitios
funcionales. El contenido de InterPro estd basado en firmas

moleculares y en las proteinas que tienen similitud significativa
con ellas. Las firmas moleculares consisten en modelos simples

(expresiones regulares) o mis complejos (modelos ocultos de Markov)

http://www.ebi.ac.uk/

interpro/

Prints (Protein Fingerprints). Coleccién de fingerprints con
anotacidn detallada para las familias proteicas y con

herramientas de diagnéstico para usar con secuencias nuevas

http://www.bioinf.
manchester.ac.uk/dbbrowser/

PRINTS/

ProDom (Protein Domains). Base de datos de familias
proteicas construida automaticamente mediante el agrupamiento

de segmentos homologos (clustering)

http://prodom.prabi.fr/

prodom/current/html/home.

php

(Continda)
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(Continuacién tabla 22.2)

Denominacién y breve descripcién

URL
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(Continuacién tabla 22.2)

Protedémica

PDBe & PDB;j (Protein Data Bank Europe o Protein Data Bank
Japan). Repositorio de datos de estructuras 3D de moléculas
biolégicas grandes (especialmente proteinas)

http://www.pdbe.org

Denominacién y breve descripcion

URL

cATH (cATH Protein Structure Classification). Contiene una

«
1] o .y .y . .. . .
.S clasificacién jerdrquica de dominios proteicos basada en sus http://www.cathdb.info/
Q)
®  estructuras
Yl
a
2]
g
8 SCOP2 (Structural Classification of Proteins, sucesor de la
o . . . . ’
2  base de datos scop). Su principal objetivo son las proteinas
b= , , http://scop2.mre-lmb.cam.
(2 estructuralmente caracterizadas y depositadas en el PDB. Las K/
§ . : . ac.u
proteinas estdn organizadas con base en sus relaciones
estructurales y evolutivas
RCSB PDB. Base de datos orientada a la biologfa estructural. http://www.rcsb.org/pdb/
Provee herramientas de busqueda y anélisis de las estructuras home/home.do
Swiss-Model. Servidor web de bioinformitica estructural hetp:/ /swi del
. ) , ttp://swissmodel.expasy.or
dedicado al modelado por homologia de estructuras proteicas 3D P pasy-ors
8
-
ig ModBase. Base de datos de modelos proteicos prolijamente
a. anotados. Contiene més de 3,8 millones de secuencias http://salilab.org/modbase
172} . ;.
< proteicas Gnicas
a=]
s

pmp (Protein Model Portal). Desarrollado para facilitar
el acceso a un uso efectivo de los datos de modelos 3D
en la investigacién biomédica

heep:/ /www.

proteinmodelportal.org/

Identificacién proteica

Pride (Proteomics Identifications). Repositorio centralizado
de datos protedmicos. Incluye la identificacién de proteinas
y péptidos, modificaciones postraduccionales y evidencias

espectrofotométricas de soporte

http://www.ebi.ac.uk/pride/

archive/

GelMap. Herramienta universal para la visualizacién de
spots en la imagen de un gel 2D. Almacena mapas de referencia
y permite identificar proteinas por sus caracteristicas de

migracidn en geles 2D

http://www.genetik.
uni-hannover.de/
pflanzenproteomik.html

Proteémica

Interacciones proteina-proteina y otras

ccsB. Repositorio de interacciones binarias proteina-proteina
de varios sistemas: H. sapiens, A. thaliana, S. cerevisiae,

C. elegans, virhostoma (polyomavirus/hospedador,
papillomavirus/hospedador, adenovirus/hospedador y
Epstein-Barr/hospedador) y fragmentoma.

El fragmentoma se basa en proteinas modulares (con dominios
que se pliegan independientemente) que pueden establecer un
mismo tipo de interaccién aun cuando estén

acopladas en dominios diferentes.

http://interactome.dfci.
harvard.edu/

prp (Database of Interacting Proteins). Base de datos
biolégicos que organiza y cataloga interacciones

proteina-proteina experimentalmente determinadas

http://dip.doe-mbi.ucla.edu/

IntAct. Base de datos de interacciones moleculares,
que incluyen proteina-proteina, proteina-pequenas

moléculas y proteina-icidos nucleicos

htep://www.ebi.ac.uk/intact/
site/index.jsf

String (Search Tool for Recurring Instances of Neighbouring
Genes). Es una base de datos de interacciones proteina-proteina,

determinadas experimentalmente o predichas

http://string.embl.de/

MINT (Molecular INTeraction). Estd enfocada
exclusivamente en interacciones proteina-proteina
verificadas de forma experimental

http://mint.bio.uniroma2.it/
mint/ Welcome.do

iRefWeb. Web de interfaz que permite acceder a datos
de interaccidn proteica consolidados a partir de diez bases
de datos publicas: B1nD, BioGRID, Corum, p1p, IntAct,
HPRD, MINT, MPact, MpP1 y OPHID

http://wodaklab.org/
iRefWeb/

BioCyc Database Collection. Conjunto de mds de

5.000 bases de datos con informacién especifica de genomas
y rutas metabdlicas. Comprende MetaCyc, HumanCyC,
EcoCyc, AraCyC, YeastCyc, LeishCyc y TrypanoCyc

http://biocyc.org/

Interacciones proteina-

’

protelna Yy otras

BIND (Biomolecular Interaction Network Database).
Repositorio de datos de interaccién proteica acompafiados de
informacién funcional e informacién bibliogréfica

http://bond.

unleashedinformatics.com/

BioGRID (Biological General Repository for Interaction
Datasets). Coleccién manualmente corregida de interacciones

entre macromoléculas

http://thebiogrid.org/

Metabolémica

Enzimas

Brenda. Fuente electrénica de informacién molecular y
bioquimica sobre las enzimas que han sido clasificadas
por la rusmB (International Union of Biochemistry and
Molecular Biology)

htep://www.br (enda-

€nzymes.org

Manet Database (Molecular Ancestry Network).
Base de datos bioinforméticos que mapea las relaciones
evolutivas de la arquitectura proteica directamente
sobre las redes bioldgicas

http://www.manet.uiuc.edu/
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(Continuacién tabla 22.2)

Denominacién y breve descripcién URL
Kegg Pathway Database (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes). Coleccidn de bases de datos relacionadas con genomas, http://www.kegg.jp
rutas metabdlicas, enfermedades, drogas y sustancias quimicas
« ) . , . .
8 Metabolights. Base de datos de experimentos metabolémicos http://www.ebi.ac.uk/
% ylainformacién derivada metabolights/
3
dd
0 . o1 .,
€&  MetaNetX. Servidor que posibilita la construccién
@ . 1.
-2 automatizada de modelos de redes metabélicas a gran escala http://metanetx.org/
S L (. .
o ylaanotacién gendmica correspondiente
cvx
o
\g smpDB (Small Molecule Pathway Database). Base de datos
_'_8' interactiva que contiene mds de 600 rutas metabdlicas de http://smpdb.ca/
g moléculas pequefas detectadas en Homo sapiens
HMDB (Human Metabolome Database). Contiene informacién
_ i http://www.hmdb.ca/
»  detallada acerca de metabolitos pequenios hallados en el cuerpo humano
&
]
g YMDB (Yeast Metabolome Database). Contiene informacién
8 detallada y manualmente verificada de metabolitos pequefios http://www.ymdb.ca/
o . iy
2 hallados en o producidos por Saccharomyces cerevisiae
—
)
2
g .
§ ecMDB (Escherichia Coli Metabolome Database). Contiene
informacién detallada y manualmente verificada de metabolitos http://www.ecmdb.ca/
pequefios hallados en o producidos por Escherichia coli

Fuente: Elaboracién propia

Impacto de las tecnologias bioldgicas

de alto rendimiento en el control biolégico

Las disciplinas émicas han tenido un impacto trascen-
dente en todas las ramas cientifico-tecnoldgicas. Los
avances en el modelado de los sistemas bioldgicos, en
los estudios de gendmica funcional, en las herramientas
bioinformiticas que apoyan la produccién de
informacién a partir de datos experimentales y en
los procedimientos de ingenieria genética de la era
posgendémica han producido una extraordinaria
revolucién en la agricultura y le permiten al ser humano
una cantidad importante de aplicaciones concretas
(Thao & Tran, 2016). Por ejemplo, gracias a las NGs
se puede conocer la relacién ancestral de las variedades

de plantas que cultivamos (Brozynska et al.,, 2017),
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describir el microbioma de la rizosfera que favorece la
fijacién de nutrientes (Mitter, De Freitas, & Germida,
2017) o ayudar en la completa identificacién de virus
que comprometen la sanidad vegetal (Rozado-Aguirre,
Adams, Fox, Dickinson, & Boonham, 2017). También,
es posible conocer el genoma de los invertebrados
plaga (con toda la variabilidad pangenémica de
las especies circulantes) (Xie et al, 2017) y de sus
enemigos naturales (otros invertebrados, bacterias,
hongos y virus biocontroladores), como es el caso de
un nucleopoliedrovirus colombiano que infecta larvas
de Spodoptera frugiperda, cuyo anilisis gendmico

reveld la ocurrencia en la naturaleza de fenédmenos de

transferencia horizontal de genes (Barrera, Belaich,

Patarroyo, Villamizar, & Ghiringhelli, 2015).

Ademis, se puede comprender cémo atacan y cémo
se defienden los organismos presentes en nuestros
agroecosistemas, lo cual revela qué moléculas y
funciones se expresan ante determinadas circunstan-
cias fisiopatoldgicas mediante diferentes aproxima-
ciones: transcriptémicas, por ejemplo, que ayudaron en
el descubrimiento de los genes asociados a la resistencia
insecticida en Bactrocera dorsalis (Hsu et al., 2012);
protedmicas, que sirven, por ejemplo, para controlar el
crecimiento y el desarrollo de las plantas, asi como para
entender sus respuestas a estreses bidticos y abidticos
(Tan, Lim, & Lau, 2017); y metabolémicas, que, entre
otras aplicaciones, ayudaron a entender los efectos de

algunos pesticidas sobre los vegetales que consumimos

(Zhao, Huang, Adeleye, & Keller, 2017).

En referencia particular al control bioldgico, las
herramientas Omicas posibilitan caracterizar en
términos moleculares los ingredientes activos que
conforman formulaciones bioplaguicidas, es decir,
ingredientes activos de los entomopatégenos y
antagonistas de fitopatdgenos (por ejemplo, virus,
bacterias, hongos o nematodos). De este modo, se
facilita la eleccién de los mejores candidatos, su
posterior registro y su seguimiento en campo. Las
herramientas émicas también son de vital importancia
para el reconocimiento de las especies o biotipos de
los organismos plaga en los cultivos (fitopatégenos
y fhtéfagos) y para la descripcidn de las huellas
metabdlicas derivadas de las interacciones entre pares
de una misma especie o con las especies que utilizan

como alimento.

Genomicay control biolégico

La gendémica es el estudio integral del funcionamiento,
el contenido, la evolucién y el origen de los elementos
genéticos de un organismo (cromosomas y plismidos).
El estudio de los genomas de microorganismos
ha permitido identificar los mecanismos genéticos
responsables de sus caracteristicas fisioldgicas
relevantes: las capacidades enzimiticas de degradacién,
factores de virulencia, mecanismos de reconocimiento

dehospederos, produccién de fitohormonasy control de

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

patdgenos, entre otros. Esta identificacién del potencial
fisiolégico se basa en los principios de la ruta central de
la biologia molecular, que establece que el flujo de la
informacién en los organismos vivos parte de los genes
en los cromosomas y se traduce en forma de funcién
(proteinas) y estructura (células) (Crick, 1970). Por lo
tanto, si se conoce la composicién genética, es posible

determinar el potencial del organismo.

Los genomas también pueden utilizarse para identificar
los cambios genéticos, como la adquisicién y pérdida de
genes, o las ganancias o deleciones microestructurales,
factores que pueden alterar de manera dristica o sutil
las funciones celulares. Dichos cambios modulan
las capacidades metabélicas de los organismos y
determinan su funcionalidad en los ambientes, por
ejemplo, la patogenicidad. Ademas, debido a que el
genoma contiene todas las mutaciones acumuladas a
través de la historia evolutiva del organismo, puede

usarse para dilucidar de un mejor modo su procedencia.

El uso de aproximaciones de anotacién bioinformitica
multinivel ~permite reconstruir las capacidades
metabdlicas primarias de los organismos a partir de
la informacién genémica. Estas reconstrucciones son
posibles gracias a la caracterizacién experimental de
multiples genes microbianos, la gran acumulacién
de informacidén gendmica en las bases de datos y el
desarrollo de herramientas que permiten predecir
funciones por medio de busqueda de homologia y
algoritmos ab initio (como InterProScan) o crear
mapas metabdlicos (como kEGG) (tabla 22.2). La
base de datos de kEGG, por ejemplo, es un recurso que
permite el entendimiento de alto nivel de las funciones
de los sistemas bioldgicos. Por otro lado, BioCyc es una
coleccién de cercade 7.667 rutas metabélicas basadas en
genomas generadas con el programa de reconstruccién
Pathway Tools de la compafifa SRI International
(Caspi et al.,, 2009). Estas aproximaciones atin no son
perfectas, pero permiten generar hipo’tesis que, en
conjunto con la informacién experimental, posibilitan
la identificacidén y potenciacién de genes asociados a

una funcién de interés.

La reconstruccién funcional y estructural a partir de
la informacién gendmica ha permitido, entre otras
cosas, guiar la manipulacién genética para favorecer
metabolitos de interés biotecnoldgico, entender las

capacidades del metabolismo central y estructural que
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distinguen un aislamiento nuevo de aquellos mas
cercanos, fortalecer la descripcién de nuevas especies
(Konstantinidis & Tiedje, 2005) y mejorar las técnicas
de aislamiento y cultivo. A pesar de la enorme ventaja
que ofrece la caracterizacién gendémica en el control
bioldgico, es importante sefialar que la reconstruccién
fisiolégica representa una hipétesis de la funcionalidad
y que este es un borrador con varios sesgos. Uno de los
mayores inconvenientes en la asignacién de funciones es
la falta de caracterizaciones de genes correspondientes
al metabolismo secundario que puedan ser relacionados

con funciones biocontroladoras.

Por otro lado, la secuenciacién gendmica puede servir
como una hoja de ruta para la caracterizacién profunda
de organismos élites con potencial de bioprospeccién
en el control bioldgico. Esto se ha demostrado en
microorganismos para el control de insectos plaga
(Barrera et al, 2015; Cuartas et al, 2015) y en el
control de fitopatégenos (revisado por Massart et al,,
2015) como Pseudomonas protegens Pf-5 (Paulsen et
al, 2005). Esta bacteria, por ejemplo, es reconocida
en el campo del control biolégico como uno de los
controladores de referencia por la gran variedad de
enfermedades que suprime. Pseudomonas Pf-5 se aislé
por primera vez de la rizosfera del algodén, y se ha
estudiado ampliamente debido a su capacidad supresora
de enfermedades causadas en las plintulas de algodén
por Rhizoctonia solani (Howell & Stipanovic, 1979) y
por Pythium ultimum (Howell & Stipanovic, 1980).
Estos patégenos son causantes de la podredumbre de
las semillas y la muerte de las plantulas del algodén
y de muchas otras plantas. Ademds de los patégenos
ya mencionados, Pf-5 suprime otros hongos patégenos
transmitidos por el suelo o por residuos. Por ejemplo,
en el residuo de la paja de trigo, Pf-5 suprime la
formacién de ascocarpos del patégeno de manchas de
trigo (Pyrenophora tritici-repentis), lo cual disminuye la

carga de inéculo disponible para la reinfeccién.

La amplia evidencia de Pseudomonas protegens Pf-5
como agente biocontrolador ha despertado un enorme
interés en la caracterizacién de los mecanismos genéti-
cos involucrados en la actividad controladora. Estudios
iniciales permitieron la identificacién de una regién
gendmica requerida para la produccién de antibidticos
como la pioluteorina (Kraus & Loper, 1995). Este es
un antibidtico poliquétido aromdtico producido por

varias especies de Pseudomonas que suprimen las en-
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fermedades de las plantas causadas por hongos fitopa-
tégenos. Esta caracterizacién mostré el gran potencial
derivado del estudio genético y senalé la necesidad de
analizar la secuencia del genoma completo, lo que se

logré casi una década después (Paulsen et al., 2005).

El genoma de Pf-5 tiene un tamano de 7,07 Megabases
(Mb), lo cual lo ubica como uno de los mis grandes
descritos para la especie. Esta dimensién refleja la
adaptacién al estilo de vida como comensal de otro
organismo y muestra una buena capacidad de respuesta
a los cambios ambientales. El genoma de Pf-5 tiene
una extensa coleccidn de genes reguladores, algunos de
los cuales se han caracterizado por sus papeles en la
regulacién de la produccién de metabolitos secundarios
o en el control bioldgico. De manera consecuente con
su estilo de vida comensal, Pf-5 parece carecer de una
serie de factores de virulencia y de patogenicidad que
se encuentran en los patégenos de las plantas. Ademas
de las seis rutas de metabolitos secundarios conocidos
producidos por Pf-5, tres nuevos clusteres podrian
contribuir al control biolégico.

Asi, la secuencia gendmica ha proporcionado nume-
rosas pistas sobre los mecanismos utilizados por la
bacteria para sobrevivir en la espermosfera y en la
rizosfera. Estas caracteristicas incluyen una amplia
capacidad catabdlica y de transporte para la utilizacién
de exudados de semillas y raices, una gran coleccién
de sistemas de eflujo para la defensa contra el estrés
ambiental y la competencia microbiana, y la presencia
de 45 receptores de membrana externa que deberfan
permitir la absorcién de hierro a partir de una amplia
gama de sideréforos producidos por microorganismos
del suelo (Paulsen et al., 2005). Estudios como este
muestran el enorme potencial que posee la secuenciacién
gendmica y su posterior interpretacién bioinformdtica,
para dilucidar los mecanismos eventualmente respon-

sables de las actividades de control bioldgico.

Transcriptémica
y control biolégico

En la naturaleza, las plantas hospederas y sus comuni-
dades microbianas circundantes tienden a adaptarse

a medida que se producen cambios ambientales y

ecoldgicos. Cuando los microorganismos y las células
individuales de los organismos superiores perciben,
mediante la perturbacidén de receptores, las diferentes
sefiales quimicas o fisicas del ambiente, desencadenan
una respuesta funcional en la que intervienen
principalmente los reguladores de transcripcidn y los
actuadores apropiados. Los mecanismos asociados
con la percepcidn, transmisién y procesamiento de
la informacién ambiental se basan en complejas
interacciones moleculares. Si bien nuestra comprension
de estas respuestas es limitada, es ldgico suponer que
la mala regulacién en cualquiera de las etapas del
procesamiento de la informacién ambiental podria
conducir a resultados adversos para el organismo en

cuestion.

Debido a esto, el perfil transcripcional de las respuestas
orginicas al medioambiente puede ser muy informativo,
pues proporciona una plataforma para desentrafiar las

bases moleculares de la adaptacién de los seres vivos.

Ningtin organismo se desarrolla en un estado aislado,
y las asociaciones entre las plantas y microorganismos
son muy diversas: estas suceden en el suelo, en las
superficies foliares y también dentro dela planta. Dichas
interacciones pueden ser beneficiosas, neutrales o
perjudiciales con respecto al crecimiento vegetal, la salud
y el desarrollo; ademds, en los sistemas agricolas, también
afectan el rendimiento. Los avances recientes en las
tecnologias de secuenciacién han acelerado la capacidad
de rastrear los cambios globales en las transcripciones y
de identificar las intrincadas interacciones que pueden
correlacionarse con los resultados fisioldgicos de las

relaciones planta-microbios.

Los enfoques de secuenciacién NGs, tales como la
secuenciacién de ARN dual y la metatranscriptémica,
permiten un andlisis imparcial para identificar los
genes expresados diferencialmente e incluso permiten
identificar cambios en los eventos de regulacidén
transcripcional. Massart et al. (2015) realizaron
una revisién sobre estudios relevantes en el control
biolégico de fitopatdgenos y la importancia de las
aproximaciones émicas en modelos in vitro e in planta.
En los siguientes apartados de esta seccidn se destacan
los estudios que han utilizado el analisis de perfiles
de transcripcién global para descubrir fenémenos
naturales que conducen al control biolégico tanto de

patégenos microbianos como de insectos plaga.
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Transcriptémica
en el control de fitopatégenos

Las investigaciones relacionadas con las interacciones
planta-patégeno son un campo en ripida expansién
debido a las pérdidas de rendimiento que dichas
interacciones pueden generar en la produccién
agricola. Aunque la resistencia a las enfermedades de
las plantas suele ser robusta en la proteccién que el
genoma proporciona contra los invasores microbianos,
las adaptaciones coevolutivas en los patdgenos de las

plantas pueden propiciar la aparicién de enfermedades
(Anderson et al.,, 2010).

Por ejemplo, el cultivo de Brassica napus (canola)
se ve fuertemente afectado por el patdgeno fingico
Sclerotinia sclerotiorum, agente causante de la pudricidén
del tallo de canola. En la actualidad, no existe un
germoplasma resistente a esta enfermedad y su ataque
depende de la existencia de genes para resistencia
cuantitativa o incompleta (Margulies et al., 2006;
Wu et al., 2013), lo que convierte en una prioridad
el descubrimiento y caracterizacién de agentes de
control bioldgico. Recientemente, Duke et al. (2017)
describieron los efectos de Pseudomonas chlororaphis
PA23 sobre B. napus en presencia de S. sclerotiorum,
cuyas tasas de infeccidn se redujeron en un 91 %. Este
trabajo documenté la reprogramacién transcripcional
en canola mediante el anilisis de arN, después del
tratamiento con el patégeno, el controlador bioldgico
o la interaccién de ambos. Asi, demostraron que el
tratamiento con S. sclerotiorum indujo la regulacidén
positiva de aproximadamente 8.000 genes en la canola,
mientras que el pretratamiento con el biocontrolador
P. chlororaphis PA23 redujo 16 veces la expresién de los
genes regulados (aproximadamente 500). En ausencia
del patdgeno, se observé que P chlororaphis PA23
indujo redes de defensa en plantas y también regulé
la resistencia sistémica adquirida y la produccién de
especies reactivas de oxigeno. Este trabajo proporcioné
un marco para establecer las bases moleculares de
la estimulacién de resistencia en la canola con P
chlororaphis y abrié una ventana para usar la resistencia

sistémica adquirida en el manejo de la enfermedad.

Otro ejemplo de anilisis funcional de agentes de
control bioldgico es el logrado en el control de la

enfermedad poscosecha conocida como moho azul, la
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cual es causada por el hongo filamentoso Penicillium
expansum en frutos (manzanas y peras, por ejemplo).
Durante el progreso de esta enfermedad, se produce
la micotoxina patulina, que se asocia con efectos
genotdxicos, teratogénicos e inmunotdxicos en los
mamiferos, por lo cual es un riesgo para la salud de

los que consuman las frutas infectadas (Moake et al,,

2005; Puel et al., 2010).

El método actual para controlar las infecciones
por P. expansum es el tratamiento con fungicidas.
Pero debido a que la ingesta de estas sustancias
también estd relacionada con riesgos, el tratamiento
con agentes de control bioldgico, como la levadura
detoxificante de patulina Sporobolomyces sp., es una
estrategia prometedora (Mahunu et al.,, 2016). Para
obtener informacién sobre los mecanismos asociados
con la degradacién de la patulina, Ianiri et al. (2016)
monitorearon los cambios transcripcionales de
Sporobolomyces sp. (cepa1am 13481) traslaincubacién
con patulina, mediante secuenciacién de ArN. Los
resultados mostraron que este tratamiento condujo
a la produccién de especies reactivas de oxigeno y a
respuestas al estrés oxidativo. Ademds, documentaron
la regulacién transcripcional de genes asociados
con procesos de oxidacién-reduccién y transporte
durante la detoxificacién y expulsién de la patulina
de la célula. Estos autores también propusieron que la
patulina se conjuga con el glutatién por proteinas del
tipo glutatién S-transferasas, las cuales son reguladas
positivamente antes de la carga por transportadores
ABc especificos de patulina-glutatién para su
degradacién no especifica en vacuolas. No obstante, a
pesar de lo detallado y complejo de estos mecanismos,
aun no se ha determinado la evidencia experimental
de tales actividades. Sin embargo, la secuenciacién
de ARN es una poderosa herramienta para plantear
rapidamente hipédtesis conducentes a desarrollar de

un mejor modo la experimentacién en el laboratorio.

Dentro de otros casos, cabe mencionar los hallazgos
con especies del género Trichoderma descritas como
simbiontes avirulentos de plantas que funcionan como
antagonistas de muchos hongos fitopatégenos, lo cual
mejora, en consecuencia, la sanidad del vegetal. Este
hongo —que tiene una amplia distribucién mundial
(Vinale et al., 2008)— incluye muchas especies que han
sido bien documentadas tanto por sus propiedades de

control biolégico como por su actividad promotora del
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crecimiento vegetal (Hermosa et al., 2012; Matarese et
al, 2012; Ryder et al,, 2012). Aunque se ha demostrado
que varias cepas de este hongo son funcionales para uno
u otro objetivo, la cepa GD12 de Trichoderma hamatum
mostrd tener ambas propiedades (Ryder et al., 2012).

En tal sentido, Shaw et al. (2016) realizaron un anilisis
de la progresidn de las respuestas transcripcionales de
este microorganismo mediante la secuenciacién del
ARN. La evaluacién se realizé durante la promocién
del crecimiento de la lechuga y el control bioldgico del
patdgeno S. sclerotiorum, durante 15 dias, con 6 puntos

de muestreo en el tiempo.

Este experimento se realiz6 en bandejas tipo semillero
de seis pozos (macetas) con suelo, y los tratamientos
fueron suelo con T. hamatum, suelo con S. sclerotiorum
y suelo con T. hamatum y S. sclerotiorum. En todos los
casos, cada pozo contenfa una sola plantula de lechuga.
La secuenciacién de ArN se realizé los dias 1, 2, 4, 5,
10 y 15. Los resultados mostraron que T. hamatum
GD12 tiene un perfil transcripcional distinto cuando
se cultiva en presencia de S. sclerotiorum, con expresién
de genes que incluyen transportadores, factores de
oxidacidén-reduccién y una destacada representacidén
de sideréforos. Ademds, durante el antagonismo de
S. sclerotiorum, se encontrd que un grupo de proteinas
secretadas ricas en cisteina funcionaron como moléculas
efectoras potenciales, las cuales podrian afectar el
control biolégico y la promocién del crecimiento de
las plantas, también reguladas positivamente. Este
estudio proporcioné un informe detallado de la
cinética de la reprogramacién transcripcional durante
el control bioldgico y la promocién del crecimiento de
las plantas, informacién que ha abierto una puerta a
la caracterizacién funcional de rasgos microbianos de

importancia agricola.

Transcriptémica
en el control de insectos

Ademis de los agentes de control bioldgico que
se estudian y desarrollan para combatir los patégenos
vegetales, también se buscan activamente micro-
organismos para el control de insectos daninos para los
cultivos. Las especies del hongo cosmopolita del suelo

Metarhizium han sido reconocidas por su potencial

para controlar artrépodos. De hecho, Novozymes ha
comercializado un producto deno-minado Met52, el
cual es una formulacién de la cepa F52 de Metarhizium
anisopliae que tiene actividad insecticida, sin riesgos
toxicoldgicos o restricciones de cosecha. En algunos
paises, el Met52 estd incluso registrado para su uso
en la agricultura ecoldgica. Algunos insectos blanco
de Met52 incluyen varias garrapatas y escarabajos,
gorgojos de las raices, moscas, mosquitos, trips,

langostas y saltamontes como hospederos.

En un informe de Gao et al. (2011), los enfoques
de secuenciacién de ArRN se utilizaron para com-
parar las primeras respuestas transcripcionales de
M. anisopliae 'y Metarhizium acridum durante la
infeccién de langostas y cucarachas, respectivamente.
El objetivo del estudio fue comprender mejor los
eventos tempranos en la germinacién de esporas de
hongos, la adhesién a la cuticula de los insectos, la
penetracién y la formacién de apresorios. Si bien
existen algunas superposiciones en patrones de
expresion, tales como transcripciones asociadas con
traduccidén y modificaciones del tipo postraduccional,

los dos hongos difirieron entre si.

Los autores propusieron que las dos especies de
Metarbizium spp. estudiadas tienen mecanismos
finamente perfeccionados para regular la diferen-
ciacién celular en presencia de diferentes insectos
y para reconocer diversos estimulos relacionados
con las cuticulas del hospedero. Estos eventos de
reconocimiento utilizarian vias de senalizacién que
implican receptores acoplados a proteina G, vias de
senalizacién dependientes de calcio y map quinasas
que dirigen la expresién de proteasas secretadas
y grupos de genes asociados con la sintesis de

metabolitos secundarios.

Se ha encontrado que M. anisoplige tiene una fuerte
actividad  biocontroladora de insectos plaga, sin
embargo, existe evidencia de que langostas migratorias
gregarias tienen mayor sobrevivencia en respuesta al
tratamiento con M. anisopliae que aquellas que viven
en solitario (Wilson et al, 2002). Para ampliar la
comprensién de este fendmeno, Wang et al. (2013)
llevaron a cabo experimentos de secuenciacién de aArRN
a fin de resaltar la expresién diferencial que sustenta
la longevidad de las langostas gregarias después de

la infeccién con M. anisopliae. Al analizar los datos
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de secuenciacién, encontraron que las langostas
solitarias susceptibles dedicaban casi el doble de la
cantidad de genes para combatir el patégeno fingico
en comparacidén con sus pares gregarios. Por otra parte,
las langostas gregarias exhibieron niveles elevados
en la expresion de genes relacionados con la defensa,
tales como receptores de reconocimiento, inhibidores
de proteasas y factores antioxidantes. Por ejemplo, la
proteina de reconocimiento GNBP3 se une a - (1,3)
glucanos, un componente importante de la pared celular
de hongos, y activa las respuestas sistémicas antifingicas

del hospedero (Matskevich et al., 2011).

La caracterizacién posterior por Wang et al. (2013)
revel6 que GNBP3 aumenta la susceptibilidad a la
protedlisis durante la infeccién por M. anisopliae,
presumiblemente liberando paMP (patrones molecu-
lares asociados a patdgenos). Estas son moléculas
inductoras de respuestas de defensa en las plantas,
que en este caso actiian contra las langostas. Por otro
lado, se ha observado que el silenciamiento mediado
por ARN de interferencia contra ARNm producidos
por el gen GNBP3 reduce efectivamente la vida media
de las langostas gregarias durante la infeccién con
M. anisopliae, lo cual indica que la respuesta inmune
dependiente de GNBP3 es critica para la induccién

de la resistencia en estos animales.

Conclusiones

Antes del advenimiento de las tecnologias de
secuenciacién del apN, los genetistas y los bidlogos
moleculares se basaron en el cribado de grandes
colecciones de organismos mutantes para identificar
genes implicados en funciones bioldgicas especificas.
Esto se logré a menudo mediante la induccién
quimica de mutaciones aleatorias y la caracterizacién
de los mutantes, seguidas por amplios procedimientos
de clonacién basada en mapas para aislar genes
especificos implicados en el proceso de interés. En

conjunto, estas técnicas tomaban afios de duro trabajo.

Hoy en dia, afortunadamente, mediante la ejecucién
de experimentos controlados de manera adecuada,
seguidos por la extraccién y secuenciacién de dcidos
nucleicos, se puede revelar ripidamente cuiles son los

genes (la informacién) implicados en cada uno de los
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fenémenos bioldgicos. Los beneficios de la transcrip-
témica son claros, dado que una vez identificados los
genes criticos para un proceso bioldgico en particular,
se pueden desarrollar tamizajes de alto rendimiento
basados en la expresién de o en actividades asociadas

con genes particulares‘

A pesar de las grandes ventajas, los perfiles transcrip-
témicos presentan desafios, que incluyen la necesidad de
confirmar experimentalmente las funciones de los genes
identificados para ser considerados bioldgicamente
relevantes en un proceso determinado. Ademads, este
trabajo requiere de cientificos con capacitacién especial,
cuya atencién a la bioinformitica, la estadistica y
la manipulacién de grandes conjuntos de datos es
fundamental. Sin embargo, la disponibilidad de bases
de datos y de programas computacionales para la
manipulacién de la secuencia y su analisis estadistico
puede facilitar el proceso, lo cual hace accesible la

herramienta para muchos cientificos de todo el mundo.

Proteémica y control biolégico

En los seres vivos, las proteinas son las moléculas
protagonistas, encargadas de llevar a cabo las
principales funciones celulares. Esta particularidad
se debe, sin duda, a la diversidad de aminoacidos
que conforman su alfabeto. De hecho, la diferente
composicién secuencial y la longitud de los
polipéptidos naturales determinan la conformacién
de estructuras complejas y diversas, cuyos residuos
constitutivos exponen sus distintos grupos quimicos,
modifican los entornos y otorgan oportunidades de
interaccién con grados diferenciales de afinidad con

otras moléculas y dtomos.

Esta caracteristica composicional de las proteinas
hace que puedan intervenir en numerosas y variadas
actividades (incluso variables de acuerdo con las
condiciones de contorno y la presencia de otras
proteinas). También hace posible el establecimiento
de vinculos estrechos con diferentes biomoléculas o
iones metdlicos para conformar vias metabdlicas, rutas
de sefalizacién o estructuras complejas, entre otras
posibilidades que han evolucionado en la naturaleza.
Es de destacar que, en muchos organismos, un solo

tipo de proteina individual (o su cantidad relativa)
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es el responsable de un rasgo fenotipico util para
una aplicacién biotecnolégica. En cambio, en otras
situaciones, la proteina solo es un miembro de una red
diversa que, en su trabajo coordinado y conjunto, define

el aspecto morfoldgico o fisioldgico de interés cientifico.

Por tales razones, el estudio protedémico es esencial
para la postulacién y posterior formulacién de agentes
de biocontrol en agricultura, dado que puede ayudar

en la comprensién de los mecanismos de interés.

Proteémica
en el control de fitopatégenos

Existen reportes sobre el uso de herramientas pro-
tedmicas encaminadas a elucidar los mecanismos
de accién de los agentes de control bioldgico de
fitopatégenos. Estas técnicas han sido aplicadas
para identificar proteinas asociadas a la funcién bio-
controladora y asi comprender y determinar cudles
son los procesos involucrados. Un ejemplo reciente en
esta linea de estudios es el trabajo llevado a cabo con
el micoparasito Aspergillus aculeatus Asp-4, un agente
de biocontrol que coloniza y degrada esclerocios de S.
sclerotiorum, reduce la germinacién de estas estructuras
y, por ende, la enfermedad causada por este patdgeno
que afecta alrededor de 400 especies de plantas en todo
el planeta (Hu et al., 2017).

Ademis de emplear metodologias transcriptémicas, los
autores aplicaron un estudio protedmico consistente en
la extraccién de proteinas totales a partir A. aculeatus
Asp-4 cultivados en presencia o ausencia de esclerocios
triturados de S. sclerotiorum, para luego proceder a su
separacién mediante electroforesis bidimensional y a la
posterior identificacién de los polipéptidos diferenciales
empleando espectroscopia de masas del tipo MALDI-TOF.
Estos estudios comparativos de los perfiles proteicos
permitieron determinarque 93 proteinashabian mostrado
un incremento en su expresién cuando el micopardsito
habfa crecido sobre los esclerocios triturados (quitinasas,
proteasas, lipasas, porinas, proteinas del metabolismo
energético y oxidoreductasas, entre otras), mientras
que 73 habian disminuido su presencia (proteinas de
respuesta a estreses bidticos y abidticos). De este modo,
la informacién protedmica mostré indicios claros de
cudles son los mecanismos que se activan cuando el

agente controlador afecta al fitopatdgeno.

Se encuentran también otros casos relevantes en el
empleo de tecnologias proteémicas. Se destaca, por
ejemplo, la aplicacién de estas metodologias para
comprender mejor el modo de accién de los agentes
biocontroladores de aplicacién en poscosecha sobre
la superficie de las frutas. En tal sentido, las levaduras
antagonistas son microorganismos utilizados con estos
fines, dado que se ha visto su efecto benéfico mediado
por diversos factores como la competencia por los
nutrientes, la exclusién de nicho y la induccién en

el fruto de respuestas de defensa ante los patégenos

(Spadaro & Droby, 2016).

Zhang et al. (2017), por ejemplo, estudiaron los efectos
de Yarrowia lipolytica (levadura antagonista) sobre
manzanas para evitar el desarrollo de la enfermedad
del moho azul causada por Penicillium expansum
(Calvo et al, 2007), un importante productor de
patulina, que, como se menciond anteriormente es
una micotoxina con actividad citotdxica, genotdxica
e inmunosupresora (Puel et al., 2010). Para revelar
cudles mecanismos podrian estar implicados en los
beneficios que otorgan levaduras y bacterias, los
autores compararon los perfiles proteicos derivados
de heridas en manzanas en presencia o ausencia de
Y. lipolytica, mediante aislamiento de proteinas totales,
fraccionamiento por electroforesis bidimensional e
identificacién posterior con espectroscopia de masas
en tindem y el software de busqueda Mascot. Asi,
mostraron que 12 proteinas se encontraban mds
expresadas, mientras que otras 23 disminufan su
cantidad cuando la levadura estaba presente. De las
primeras, destacaron la presencia polipéptidos de defensa
y de respuesta al estrés, algunos de ellos previamente
descritos en otros sistemas o por métodos diferentes.
Y. lipolytica estimuléd la actividad de polifenoloxidasa,
peroxidasa, quitinasa y L-fenilalanina amonio liasa,
todas involucradas en el aumento de respuestas de
defensa en la manzana. De este modo, entender cudles
son las proteinas que defienden al fruto de P. expansum
ayudard en la seleccién de variedades vegetales mas
resistentes, as{ como en la seleccién de nuevos agentes de

biocontrol que estimulen vias similares.

Protedmica en el control de insectos

En el control de insectos plaga también se han

aplicado las técnicas de investigacién en protedmica.

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Recientemente, un acercamiento desde este campo
disciplinar ha sido empleado en el estudio de una cepa
altamente proteolitica de B. bassiana, entomopatdgeno
atil para el control de Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae), considerada la plaga mas
limitante en el cultivo de tomate (Borgi et al., 2016).
En este trabajo, la cepa P2 (un mutante espontdneo de
la cepa de B. bassiana denominada P1) se caracterizé
por mostrar una significativa produccién de actividades
proteasa y quitinasa, las cuales tienen capacidad
degradadora de la cuticula de los insectos, propiedad

que la convertia en un mejor agente de biocontrol.

En particular, los autores analizaron las proteinas
extracelulares derivadas de cultivos de seis dias de las
cepas P1y P2,las cuales fueron recuperadas y separadas
por electroforesis bidimensional, para luego, a partir
de las senales diferenciales, aislar los polipéptidos,
fragmentarlos y analizarlos mediante un nano-HPLC
en capilares acoplado a un espectrémetro de masas.
Luego, mediante la utilizacién de diferentes tipos de
software y anlisis estadisticos, concluyeron que ambas
cepas producian polipéptidos similares, en su gran
mayoria, enzimas hidroliticas, pero con una abundancia
diferencial. Entre ellas, se destac6 una proteasa similar
ala subtilisina, que evidencié cinco isoformas distintas,
de las cuales una se expresaba igual en ambas cepas,
mientras que otras dos fueron exclusivas de P2. Los
resultados de este trabajo mostraron que el perfil de
enzimas extracelulares, especialmente de las proteasas,
podria considerarse como una huella dactilar que refleja
la patogenicidad de los hongos hacia los insectos y, en
consecuencia, este patrén podria ser utilizado para la

seleccién de cepas con potencial en control biolégico.

Conclusiones

Como se discutié antes, los beneficios otorgados por
las técnicas dmicas para una mejor comprensién de
los agentes de control biolégico de fitopatdgenos y de
insectos plaga en la agricultura son incuestionables.
Cabe aqui resaltar que, si bien el anilisis genémico
revela todo el potencial que posee un agente
destinado para estos fines —dado que a partir de su
aplicacién es posible inferir los factores de virulencia
que contiene (entre otras caracteristicas deseables)—,

es necesario e imprescindible también abordar las
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dimensiones transcriptémicas y protedmicas para
evidenciar cuidndo y en qué medida esos factores y sus

vias asociadas se expresan.

Estas variaciones dependen de regulaciones pre- y pos-
transcripcionales y traduccionales que son consecuencia
de numerosas variables que atn son dificiles de
determinar mediante el analisis de secuencias génicas
Gnicamente. Pequefas variaciones en los promotores,
los uTr (untranslated regions o regiones no traducidas’)
y otros subcomponentes genéticos, asi como la presencia
de genes que expresan moléculas de aArN reguladoras,
entre otras multiples causas, pueden hacer que dos
genomas con una gran similitud en sus secuencias
expresen fenotipos claramente diferenciales. En funcién
de ello, el andlisis de los transcriptos es muy util, dado
que facilita el muestreo tamizado para identificar cuéles
genes se estarfan expresando ante una situacién dada.
Sin embargo, dicho andlisis no revela informacién
de forma directa sobre las cantidades relativas de
las actividades expresadas (téngase presente que
principalmente son ejercidas por proteinas) ni sobre sus
variaciones producto de sutiles modificaciones sufridas
por los polipéptidos y que alteran sus funciones. Es en
este punto que los estudios protedmicos revelan un valor
Ginico y superior a los anteriores, dado que permiten
identificar con gran precisién cudles son los factores
que una entidad expresa ante una situacién dada, ya
sea el patégeno o su hospedero, y, en consecuencia, las
causas de los fenotipos observables, como la virulencia

o la capacidad de defensa, respectivamente.

Metabolémica
y control biolégico

Los microorganismos y los virus que habitan un cierto
espacio natural se vinculan de multiples maneras en
complejas redes de interaccién. En estos sistemas,
cada individuo de una especie dada mostrard un
fenoma particular, en virtud de las potencialidades
que exprese su genoma y a causa de los vinculos que
establezca con los otros miembros presentes de su
poblacién (el pangenoma que alli se encuentre), con
los representantes de las otras especies (visualizable
por el metagenoma) y por las condiciones fisicas y

quimicas del ambiente donde se halle (que modularin
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en modo significativo cada uno de sus fenotipos).
Tal es el grado de complejidad que se requiere de un
estudio exhaustivo en distintos niveles informativos,
para la comprensién del funcionamiento global de un
sistema bioldgico en estas escalas y, asi, poder plantear
modelos matemdticos que permitan su comprension,

sostenimiento y proyeccién.

En tal camino, la metaboldémica surge como una capa
importante de informacién bioldgica que es deseable y
necesario explorar, puesto que a partir de ella es posible
generar una lectura eficiente de las consecuencias que
los estreses ambientales o las interacciones bioldgicas
(incluyendo las relaciones patégeno-hospedero) causan
sobre la materia viva. Estos enfoques son centrales
para una correcta seleccién y formulacién de agentes
de control bioldgico, ya que otorgan evidencias utiles
y permiten identificar moléculas interesantes para la

sanidad vegetal.

Metabolémica
en el control de fitopatégenos

Las relaciones tripartitas comprendidas por las plantas,
sus fitopatdgenos y los organismos benéficos han sido
muy estudiadas con el fin de promoverlas y usarlas para
optimizar el éxito de los sistemas agricolas. En general,
los considerados como “organismos benéficos” son las
entidades responsables de reducir en los vegetales los
efectos negativos causados por los fitopatdgenos y de
promover otras respuestas positivas. De todas estas
vias funcionales producidas a partir de las interacciones
multiples, se derivan numerosos metabolitos, cuya
determinacién puede desentrafar informacién util
para la comprensién global de los ecosistemas, pero,
sobre todo, para desarrollar o mejorar bioproductos
que les permitan un mayor grado de resiliencia y de
productividad a los cultivos. En dicha direccién se han

realizado numerosos estudios metabolédmicos.

Trichoderma es un género de hongos de amplia
distribucién mundial, cuyas distintas especies han sido
descritas como simbiontes avirulentos de plantas, que
funcionan como pardsitos y antagonistas de muchos
hongos fitopatégenos, y que mejoran, en consecuencia,
la sanidad del vegetal con el que interactdan (Vinale
et al.,, 2008). Este hongo produce una gran cantidad

de metabolitos secundarios asociados a las funciones
que expresa, lo que incluye antibidticos y otros
compuestos con diversas actividades utiles para
controlar fitopatdgenos. En virtud de ello, los estudios
metabolémicos son utiles para seleccionar las mejores

cepas de Trichoderma spp.

Kang et al. (2011), por ejemplo, evaluaron los perfiles
de metabolitos secundarios de 33 cepas pertenecientes
a7 especies de este género, para lo cual utilizaron cro-
matografia liquida acoplada a espectroscopia de masas
(Lc-EsI-Ms-Ms) y métodos estadisticos multivarian-
tes. Asi, detectaron diversos compuestos como 4cido
hetelidico, sorbicilinol, trichodermanona C, 4cido gio-
cladico, bisorbicilinol y otras sustancias, algunas de las
cuales fueron producidas exclusivamente por ciertas
cepas. Lo importante de este estudio es que los auto-
res confrontaron un andlisis genético con uno quimico
derivado del estudio metabolémico, para asi inferir la
clasificacién taxondémica de las cepas estudiadas. De
hecho, encontraron que la quimiotaxonomia basada
en metabolitos secundarios mostré un mayor poder
discriminador que el estudio basado en 11s (Internal

Transcribed Spacers).

Por otro lado, la exploracién metabolémica no
solo ayuda en la identificacién de cepas destacadas,
sino que permite el descubrimiento de nuevos
compuestos con gran valor en agricultura y en
otras aplicaciones biotecnoldgicas. Recientemente,
fue hallado y caracterizado un estereoisémero del
icido arziinico, denominado A4cido isoharziinico,
producido por una cepa de Trichoderma (Vinale
et al, 2014). Esta sustancia demostré inhibir el
crecimiento de los fitopatégenos S. sclerotiorum y R.
solani, ademds de mejorar la germinacidén de semillas
de tomate e inducir resistencia en las plantas. De
este modo, la metabolémica muestra su gran utilidad
en la optimizacién de estrategias de control contra

fitopatdgenos.

Metaboldmica en el control de insectos

Los insectos herbivoros también establecen intere-
santes relaciones multipartitas, que incluyen tanto a
la planta que consumen como a los entomopatdégenos
que los afectan. En este contexto, los insectos pueden

inducir respuestas de defensa que actdan contra

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

sus entomopatdgenos o, por el contrario, la planta
puede defenderse de sus predadores invertebrados
promoviendo el desarrollo de microorganismos
biocontroladores del insecto, generalmente, a través
de la emisién de compuestos orgdnicos voldtiles (cov)
que desencadenan las diferentes respuestas. Para
comprender estas interacciones y el didlogo molecular
detras de ellas, es de gran importancia identificar los
metabolitos secundarios producidos por cada uno de
los protagonistas de estas relaciones, ya que aquellos
evidencian las vias empleadas por cada entidad vy,
a partir de alli, ofrecen una gufa para optimizar
los procesos deseados y evitar los procesos perju-
diciales en los sistemas agricolas (Beck et al., 2014;

Shikano, 2017).

Se ha visto, por ejemplo, que las plantas expresan un
perfil de metabolitos diferente segtin el agente que
les provoca un dano. Por ejemplo, el metaboloma de
ejemplares de Solanum lycopersicon (tomate) se altera
de maneras significativamente diferentes cuando
la planta es atacada por Spodoptera littoralis frente
a lo que sucede cuando ocurre un dafio mecdnico
(Zebelo et al., 2012). También existen reportes que
muestran que los microbiomas del suelo impactan el
metaboloma de la planta y afectan el comportamiento
alimentario de los insectos herbivoros. Particu-
larmente, Badri, Zolla, Bakker, Manter, & Vivanco
(2013) estudiaron los efectos de diferentes consorcios
microbianos presentes en el suelo de plantas de la
especie modelo Arabidopsis thaliana y su influencia
sobre larvas fitéfagas de Trichoplusia ni. Para su
anilisis, los compuestos fueron extraidos a partir
de diferentes tejidos de las plantas que habian sido
expuestas a los distintos tratamientos, para luego ser
analizados mediante cromatografia gaseosa acoplada
aespectroscopia de masas. Asi, las sustancias fenélicas
y los aminoacidos, alcoholes y azticares mostraron
variaciones significativas segin el microbioma
presente, lo cual estuvo correlacionado, en algunos
casos, con la disminucién en el consumo de material

vegetal por parte de las larvas.

En sintesis, la mirada metabolémica puede ser de gran
utilidad para el perfeccionamiento de los sistemas
agropecuarios, dado que hace posible identificar nu-
merosos disparadores quimicos que podrian utilizarse
en forma directa para potenciar la eficacia de agentes

de control bioldégico de insectos plaga.
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Conclusiones

De la informacién que se ha presentado se concluye
que ninguna técnica émica puede otorgar por si sola
toda la informacién que se requiere para comprender
y optimizar un sistema bioldgico, aunque cada una
de ellas ofrece informaciones relevantes que pueden
ser directamente aprovechadas sin necesidad de su
integracién con las otras dimensiones. Por ejemplo, el
conocimiento gendémico permite hacer un seguimiento
preciso de una entidad y, a partir de estudios protes-
micos, es posible identificar factores proteicos ttiles para
diversas actividades humanas. Estos datos se pueden
producir en sistemas heterdlogos y llegar a ser utiles per
se. Del mismo modo, la metabolémica no solo es valiosa
porque dé indicios firmes sobre las vias funcionales
que un organismo vivo se encuentre ejecutando en
una condicién dada (la cual incluye sus relaciones
multipartitas), sino porque también puede ofrecer
una coleccién de compuestos naturales con diferentes
actividades (ttiles en la agricultura, la biomedicina, etc.).
Una vez determinada la composicién de estas moléculas,
se pueden sintetizar quimicamente y explotarse como

productos en diferentes campos industriales.

Perspectivas y desafios
conceptuales

En la era posgenémica varios aspectos merecen la
atencién de los investigadores para la seleccién y
formulacién delos microorganismos biocontroladores.
Es de esperar que, en un futuro cercano, las tecnologias
dmicas contintien con un desarrollo exponencial a
un ritmo impredecible y proporcionen evidencias
que contribuyan al conocimiento holistico de los
sistemas bioldgicos que se desean intervenir. Este
enfoque integrador es particularmente interesante
para identificar caracteristicas especificas y, a veces,
inesperadas delos posibles agentes de control biolégico
y de sus relaciones tréficas con los otros organismos
del ecosistema en estudio (Massart et al., 2015). Las
investigaciones en esta drea aplicardn cada vez mis la
diversidad de tecnologias émicas disponibles y otras
que serdn desarrolladas, dado que son funcionales
para proporcionar un mejor conocimiento sobre los

modos de accién y sobre aspectos ecoldgicos de los
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agentes de control. Sin duda, el conocimiento derivado
del uso de estas tecnologias guiard el desarrollo de
bioproductos més robustos y de mayor eficiencia que
los que existen hoy en el mercado.

Hasta ahora, los enfoques 6émicos aplicados a la
investigacidn en control bioldgico se han llevado a cabo
principalmente de manera individual o secuencial, y
dificilmente se ha efectuado una integracién de estos,
en la que yace, tal vez, una sus mayores potencialidades.
De hecho, la combinacién de la informacién émica
de manera multiescala podria colaborar en aspectos
predictivos sobre la dindmica temporal y espacial de
un modelo biolégico. Como recientemente proponen
varios autores (Barah & Bones, 2014; Yugi et al,
2016), nos aproximamos a un escenario de estudios y
proyecciones transémicas, consistente en la integracién
de la informacién émica individual recolectada me-
diante el empleo de tecnologias de alto rendimiento
asociadas a cada dimensién biolégica abordable
(gendémica, epigendmica, transcriptémica, protedmica,
interactémica y metabolémica), para comprender,
a nivel molecular y con un enfoque integral, el

funcionamiento de los sistemas naturales (figura 22.5).

Este anilisis integrado brinda la posibilidad de
comprender los organismos y los virus, mis el
conjunto de sus relaciones tréficas, como complejos
algoritmos computacionales que pueden ser ttiles para
revelar aspectos fendmicos trascendentes con enorme
impacto en diferentes dreas tecnoldgicas, incluyendo
los agroecosistemas. Un ejemplo en esta direccién se
ha logrado con la produccién de vinos, dado que una
misma variante de vid se desarrolla y produce frutos
con una expresién diferencial en funcién del terroir,
de las pricticas de cultivo empleadas y de las otras
entidades bioldgicas presentes en el lugar (Fabres et al,,
2017). De este modo, la mirada transémica puede ser
funcional para el mejor aprovechamiento de un sistema

bioldgico de interés.

Por otra parte, las tecnologias 6micas requieren un
mayor desarrollo de conocimientos y habilidades para
recolectar informacién util y evitar miradas subjetivas
en su andlisis. Los sesgos pueden introducirse en
cualquier etapa del proceso, ya sea en el disefio
experimental y preparacién de las muestras, ya en
los andlisis posteriores. Por ejemplo, actualmente no

existe un protocolo estindar para el procesamiento

bioinformatico de los datos generados por las herra-
mientas Omicas, factor que se convierte en el cuello
de botella en la aplicacién de estas tecnologias. Las
lineas de anilisis en bioinformética pueden variar de
acuerdo con el software elegido y con sus parimetros
de aplicacién, asi como con las bases de datos que se
empleen para hacer comparaciones. De esta forma,
cuando las estrategias son demasiado astringentes,
puede suceder que se deseche informacién util;
mientras que en lineas de anilisis muy relajadas es

posible, por el contrario, que se generen falsos positivos.
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En estos enfoques, por tanto, es altamente recomendable
que se realice un andlisis cuidadoso de la informacién
global, para luego proponer metodologias que confirmen
individualmente los aspectos seleccionados como ttiles para
la caracterizacién del sistema. Por ejemplo, sise detectaenun
estudio determinado la presencia de transcriptos, proteinas
o metabolitos diferenciales como signo de una interaccién
en evaluacién, cada una de estas moléculas deberia ser
luego analizada mediante aproximaciones individuales para
confirmar las evidencias previas, empleando métodos como

la pcr, la RT-PCR 0 el Western Blot.

Enfoques experimentales
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Figura 22.5. Enfoques holisticos en biologia. Los fenotipos integrados de un organismo (fenoma) pueden ser

abordados mediante su analisis en dimensiones separadas: genodmica, transcriptémica, proteémica y metabolémica

(aunque existen otras ventanas bioldgicas informativas, como la epigenémica, la interactémica, etc.). En dichas

aproximaciones experimentales se pueden realizar estudios moleculares individuales (como PpcRr, RT-PCR,

secuenciacién automdtica Sanger, Southern/Northern/Western Blot, HpLc, etc.), micos (se destacan en la imagen

las tecnologias de alto rendimiento més utilizadas hoy en dia) y transémicos. Esta tltima estrategia busca integrar

todas las biomoléculas en redes funcionales. Ahora bien, cada una de las dimensiones dmicas estd representada

por capas, que son multiples en aquellas ventanas bioldgicas que son dindmicas por las condiciones de contorno

(transcriptémica, protedmica y metabolémica). Las capas contienen circulos blancos que indican las biomoléculas

(para el ADN los circulos referencian las secuencias aisladas no concatenadas). Las flechas azules con lineas punteadas

representan probables caminos metabdlicos en la célula. Las flechas azules con lineas continuas indican los conjuntos

de biomoléculas detectadas mediante un enfoque high-throughput.

Fuente: Adaptado de Yugi et al. (2016)
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También se deberfan utilizar herramientas de
ingenierfa genética, como la interrupcién de genes
o su sobreexpresién, para apoyar con mayor solidez
los conocimientos generados. De esta forma, la
complejidad del anélisis de la informacién dmica,
mis las consideraciones con respecto a las fuentes
potenciales de sesgo, hacen necesaria una formacién
profunda y multidisciplinar del investigador en control
biolégico o una estrecha colaboracién para este por
parte de profesionales expertos en dreas emergentes

como la bioinformatica (Massart et al., 2015).

Otro elemento clave para lograr el éxito de una
investigaciénenestadreaconlaaplicaciéndetecnologias
dmicas es el diseio de un modelo experimental
adecuado que responda satisfactoriamente a las
preguntas cientificas planteadas. Por ejemplo, muchos
estudios transcriptémicos y protedmicos sobre agentes
de biocontrol no virales comparan su comportamiento
(en condiciones in vitro) sujeto a la variacién en las
fuentes de carbono para su alimentacién. En el caso de
los virus, también se realizan comparaciones mediante
ensayos de exposicién de los hospederos (criados en
laboratorio) al agente en cuestién (también producido
en el laboratorio mediante diferentes estrategias),
en entornos distantes a los naturales. En general,
estos experimentos son ficiles de llevar a cabo y de
controlar en condiciones de laboratorio, pero pueden
producir resultados sesgados en comparacién con las
condiciones de campo, por lo cual pueden resultar
poco informativos para mejorar el empleo tecnoldgico

de estos recursos en la agricultura.

Por otra parte, la interpretacion bioldgica de los datos
puede ser en apariencia contradictoria. Como ejemplo,
Mgbeahuruike et al. (2013) encontraron diferentes
evidencias sobre el efecto de las moléculas secretadas
por el agente de biocontrol Phlebiopsis gigantea sobre el
perfil de expresién de genes del patdgeno Heterobasidion
annosum en sentido amplio, que dependen de la etapa
de crecimiento del controlador y el momento de inte-
raccidén. Los genes que codifican proteinas de defensa
como las hidrofobinas mostraron una baja expresién,
mientras que aquellos relacionados con la percepcién
de la sefal o la tolerancia al estrés fueron altamente
expresados. Esto resalta la complejidad subyacente
en los mecanismos asociados al control bioldgico y
la importancia de encontrar un disefio experimental

adecuado con tiempos de muestreo apropiados.

Capitulo 22. Las émicas en el control biolégico

Como ya se ha mencionado, la secuenciacién del
genoma de un AcB probablemente sea uno de los
primeros pasos en su caracterizacién. Esta accién
puede proporcionar una columna vertebral para
apoyar estudios adicionales, cualesquiera que sean
las tecnologias y metodologias que se utilicen. Como
una aproximacion a este objetivo es posible encarar
secuenciaciones parciales, lo que incluye segmentos
informativos clave para reconocer especies o biotipos,
mds aquellos asociados al rol biocontrolador deseado,
como factores de virulencia y de interaccién con los
hospederos. Sin embargo, es previsible proyectar que
en un futuro cercano se solicite la secuencia gendémica
completadeun AcB parasuregistro,dadaladisminucién
de costos y de tiempos asociados al uso de las tecnologias
NGS y a la existencia de numerosos procedimientos

estandarizados.

Para un mejor desarrollo de las tecnologias émicas
también es importante que se incremente su
interaccidn con las otras metodologias vigentes que, en
general, son reconocidas como de “bajo rendimiento”
por su rol individual en el estudio de biomoléculas
y organismos. Asi, es recomendable que el inicio de
la caracterizacién de un AcB con valor potencial para
su empleo en campo deba llevarse a cabo mediante
la ejecucién de metodologias tradicionales, para
luego introducir el enfoque émico (pangendémico,
transcriptémico, proteémico, metabolémico o de otra
indole). Se recomienda entonces que las primeras
hipétesis que se formulen asociadas a la exploracién
del valor biocontrolador de un acB estén apoyadas por
evidencias microbioldgicas, bioquimicas y de imagenes

logradas por microscopia.

Con este valioso conocimiento preliminar se puede
aplicar un modelo experimental mds apropiado
para luego planificar el uso de los enfoques dmicos,
ttiles para aportar un mayor grado de precisién en
la caracterizacién del sistema en estudio, precision

tendiente a su mejor aprovechamiento y potenciacién.

En sintesis, es factible visualizar un futuro cercano en
el cual las técnicas dmicas serdn una parte obligada
para el desarrollo de los agentes de control biolégico,
dado el enorme potencial que la aplicacién de estas
ha evidenciado en otras 4reas cientifico-tecnoldgicas
y el que estin demostrando en la agricultura, como se

describié en este capitulo.
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