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Resumen

La Sigatoka negra causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, sinénimo de
Pseudocercéspora fijiensis es la enfermedad mas importante en el cultivo del banano en
el mundo. La enfermedad afecta la capacidad fotosintética de planta y posteriormente el
tamafio y calidad de la fruta, generando grandes pérdidas econémicas. Son pocos los
estudios genéticos reportados que permiten entender como el hongo enferma a la planta
y como evade las defensas de esta; para ello es necesario identificar en el hongo genes
candidatos asociados con la patogenicidad y la virulencia. En este trabajo se emple6 un
andlisis bioinformético y de microarreglos para identificar en el hongo la presencia de
proteinas secretadas ricas en cisteina (SSPs) con expresion diferencial durante la
interaccion incompatible planta - P. fijiensis. Adicionalmente, se realiz6 una busqueda
sistematica de genes mediante el ensamble y anotacion de 27 genomas de P. fijiensis, P.
musae y P. eumusae. Se encontraron 12 genes codificantes para SSPs con expresion
diferencial, ademas, se encontraron 5 genes asociados con patogenicidad, 7 genes
asociados con el desarrollo del patégeno y 7 genes asociados con la biosintesis de la
melanina. Una vez identificados, se procedié con la evaluacién funcional de dos genes
candidatos mediante nocauts para los genes SD y 85220, ademas de permitir la evaluacion
de un método de disrupcién génica mediado por Agrobacterium tumefaciens, con lo cual
se establecié un protocolo efectivo de evaluacion génica, nuestros resultados posibilitan la
incursion hacia futuros trabajos de analisis poblacional o de genes con importancia

fisiol6gica en P. fijiensis.

Palabras clave: SSPs, nocauts, virulencia, complejo sigatoka



IContenido 7

Abstract:

Genomic and transcryptomic analysis of the interaction musa - pseudocercospora
fijiensis as tool in the identification and characterization of fungal genes of virulence and
pathogenicity

Black Sigatoka caused by the fungus Mycosphaerella fijiensis (anamorph
Pseudocercospora fijiensis), is the most important disease in banana cultivation worldwide.
The disease affects the plant's photosynthetic capacity and subsequently the size and
guality of the fruit, leading to significant economic losses. There are few reported genetic
studies that help understand how the fungus infects the plant and evades its defenses;
therefore, it is necessary to identify candidate genes associated with pathogenicity and
virulence in the fungus. In this study, a bioinformatic and microarray analysis was used to
identify secreted cysteine-rich proteins (SSPs) with differential expression during the
incompatible interaction between the plant and P. fijiensis. Additionally, a systematic search
for genes was conducted by assembling and annotating 27 genomes of P. fijiensis, P.
musae, and P. eumusae. Twelve genes encoding for SSPs with differential expression were
found, as well as five genes associated with pathogenicity, seven genes associated with
the pathogen's development, and seven genes associated with melanin biosynthesis. Once
identified, two candidate genes were functionally evaluated through knockout experiments
for the SD and 85220 genes, in addition to assessing a gene disruption method mediated
by Agrobacterium tumefaciens. This established an effective protocol for genetic
evaluation, and our results enable future population analysis or studies of genes with

physiological importance in P. fijiensis.

Keywaords: SSPs, nocauts, virulence, Sigatoka complex
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Introduccioén

La industria bananera representa el tercer sector de exportacion agricola para el pais
después del café y las flores (DANE 2019). La Sigatoka negra, causada por el hongo
Pseudocercospora fijiensis, es considerada la enfermedad foliar mas destructiva que
afecta los cultivos de banano y platano en todo el mundo. Esta patologia se caracteriza por
la induccién de necrosis foliar en las hojas de las plantas y maduracién temprana de los
frutos lo que impide su comercializacion (Churchill, 2011; Campo-Arana et al., 2020). El
uso de fungicidas quimicos es la principal medida de control de la Sigatoka negra, lo que
representa aproximadamente 20% a 30% de los costos de produccién (Churchill, 2011).
En los dltimos afios, varias moléculas como el benomil y las estrobilurinas se han retirado
de los planes de fumigacion porque el hongo ha generado cepas resistentes (Sierotzki et
al. 2001; Fraaije et al., 2007), y Colombia no es ajena a esta situacion. Aunque existen
estudios relacionados con la respuesta del hospedero a la infeccion por el microorganismo,
el conocimiento sobre los determinantes de patogenicidad del hongo son escasos. Debido
a lo anterior, es importante realizar estudios moleculares que profundicen el entendimiento
de las interacciones planta-patdégeno, lo cual permitird comprender los eventos que tienen

lugar durante los procesos de infeccion.

El estudio de genes asociados con patogenicidad en hongos fitopatdégenos es de suma
importancia debido a su impacto en la agricultura y la seguridad alimentaria. Estos hongos
son responsables de causar diversas enfermedades en cultivos, lo que resulta en pérdidas
significativas de rendimiento y calidad de los productos agricolas. Comprender los
mecanismos moleculares y genéticos que permiten a los hongos fitopatégenos infectar y
colonizar las plantas es esencial para desarrollar estrategias efectivas de control y
mitigacion de enfermedades. El estudio de genes asociados con patogenicidad
proporciona informacion clave para identificar dianas para el control de enfermedades, al
conocer los genes que son criticos para la virulencia del hongo, se pueden disefiar
métodos especificos para inhibir su funcién, ya sea a través de fungicidas dirigidos o

mediante la manipulacion genética de las plantas para obtener resistencia. Ademas, la
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identificacion de genes especificos de patogenicidad puede ser utilizada para mejorar la
resistencia de los cultivos a las enfermedades, a través de técnicas de ingenieria genética
0 mejora convencional. Asimismo, el estudio de estos genes permite descubrir los
mecanismos moleculares que regulan la infeccidén y la respuesta de defensa de las plantas,
lo que puede conducir a nuevas estrategias de control basadas en la manipulacion de
estas interacciones. También, al identificar genes especificos de patogenicidad, es posible
desarrollar herramientas moleculares para la deteccion rapida y precisa de hongos
fitopatégenos en los cultivos, lo que permite una intervencién oportuna para evitar la
propagacion de las enfermedades. Finalmente, la comprensién de los mecanismos de
patogenicidad puede llevar a practicas agricolas mas sostenibles y reducir la dependencia
de pesticidas quimicos, lo que beneficia tanto al medio ambiente como a los agricultores.
En resumen, el estudio de genes asociados con patogenicidad en hongos fitopatégenos
es esencial para avanzar en el manejo y control de enfermedades en la agricultura,

promoviendo la seguridad alimentaria y la sostenibilidad de los sistemas agricolas.

Mediante el presente trabajo se amplio la informacion genética disponible para el hongo P.
fijiensis enfocada en la busqueda de genes codificantes a proteinas clave en la
patogenicidad y virulencia, por lo que hipotetizamos estos genes serian la base de
informacidn genética necesaria para el desarrollo de estrategias alternativas al tratamiento
con fungicidas, favoreciendo un aumento en productividad y reducciéon de costos del
cultivo. Por esta razén los objetivos para esta investigacion fueron: 1. Identificar secuencias
con caracteristicas de genes determinantes de patogenicidad y virulencia en el genoma de
Mycosphaerella fijiensis. 2. Determinar los niveles de expresion de los genes polimorficos
seleccionados durante la infecciéon de plantas de banano. 3. Secuenciar y analizar los
genes candidatos obtenidos a partir de aislamientos de Mycosphaerella fijiensis, que
representen la mayor variabilidad posible de la poblacién. 4. Seleccionar los genes que
codifican proteinas putativas que muestren el mayor polimorfismo no sinénimo e identificar
dominios que puedan estar relacionados con virulencia y patogenicidad. 5. Evaluar la

funcionalidad de los genes identificados mediante la generacién de nocauts de M. fijiensis.



1.Capitulo 1. La Sigatoka negra del
banano: Revision de literatura

1.1 INTRODUCCION

Los cultivos de platano y banano constituyen un importante renglén del sector agrario en
numerosos paises ubicados en las zonas tropicales y subtropicales de todo el mundo.
Ademas de su importancia en la alimentacion, son importantes productos de exportacion
para paises como Colombia. El banano (Musa acuminata) es el segundo producto
alimenticio con mayor importancia econémica en la balanza comercial de Colombia
después del café; la mayor parte de la produccion es para exportacion y una pequefa
cantidad para consumo interno. La produccion de banano a nivel mundial supera las 125
millones toneladas anuales (FAOSTAT 2021). La produccién nacional se encuentra
concentrada en las regiones de Uraba y Magdalena con un total de 53.318 hectareas
sembradas (AUGURA, Coyuntura Bananera, 2023 (https://augura.com.co/wp-
content/uploads/2023/04/Coyuntura-Bananera-2022-2.pdf, consultado el 15 de junio de
2023). Durante el afio 2022, Colombia exportdé 108 millones de cajas de banano por un
valor de 892 millones de US délares. Para este mismo afio, las exportaciones colombianas
de platano alcanzaron los 4,28 millones de cajas por un valor de 52,72 millones de US

dolares.

El cultivo de banano se ve afectado por varias enfermedades que disminuyen la
produccion, y limitan su sostenibilidad. La Sigatoka negra, ocasionada por el hongo
ascomiceto Pseudocercospora fijiensis (sindbnimo: Mycosphaerella fijiensis), se considera
la principal enfermedad de los cultivos de platano y banano en todo el mundo, generando
pérdidas de hasta un 100 %, si no se toman medidas de control oportunas y efectivas
(Jones y Daniells, 2018).



4 Analisis gendmico y transcriptomico de la interaccion Musa-Mycosphaerella fijiensis

P. fijiensis destruye rapidamente el tejido foliar de las plantas, reduciendo su capacidad
fotosintética y afectando la produccion debido a la maduracion temprana y la baja calidad
de la fruta obtenida, la cual no alcanza la talla ni la forma ideal para su comercializacion
(Stover y Simonds, 1987; Churchill, 2011). De manera tradicional, el control de la Sigatoka
negra se realiza con la aspersién de fungicidas protectantes y/o sistémicos, los cuales
pueden ocasionar un impacto negativo sobre el ambiente y la salud y un incremento
significativo en los costos de produccion. Adicionalmente, en las poblaciones del patdgeno
se genera resistencia a muchos de los compuestos activos empleados, por lo que su uso
ya no es efectivo para su control (Orozco, 1998; Marin et al., 2003). La resistencia del
hongo hacia algunos fungicidas hace necesario el incremento en las dosis y frecuencias
de aplicacion, que en algunos casos se encuentra entre las 35 y 50 aplicaciones por cada
ciclo de cultivo (Chica et al., 2004), aumentando el problema fitosanitario. Ademas,
recientemente en la Unién Europea, la cual es principal destino de las exportaciones de la
fruta, se han establecido limites de residuos para numerosos fungicidas, por lo que no es
posible usarlos para el control de P. fijiensis, quedando muy pocas herramientas para el
manejo de la Sigatoka negra como lo son el control biolégico, el iso de inductores de
resitencia y el control cultural (AUGURA, Informe Gremial, 2020. http://augura.com.co/wp-
content/uploads/2021/06/INFORME-GREMIAL-2020-1.pdf, consultada el 15 de
septiembre de 2021; Campo-Arana et al., 2020).

Por lo tanto, se requiere en forma urgente y prioritaria, el conocimiento necesario sobre
las bases de la interaccién planta-hongo, para el mejoramiento o el disefio de nuevas
estrategias de manejo de la Sigatoka negra en los cultivos de banano y platano, para el

logro de los objetivos de sostenibilidad.

1.2 GENERALIDADES DE LA PLANTA DE
BANANO (Musa acuminata)

Los bananos y platanos pertenecen al orden Zingiberales, familia Musaceae, género Musa.
Son plantas monocotiledéneas, herbaceas, poliploides y perennes, ampliamente
adaptadas a regiones tropicales y subtropicales; miden hasta los 3.0 metros de altura
(Tomlinson, P. B. 1969; Soto, M. 2014), su centro de origen y diversidad se encuentra
ubicado en el sudeste asiatico y en la region oeste del Pacifico. Aunque se desconoce con

certeza el proceso de domesticacion, los reportes mas antiguos de cultivo datan de mas
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de 2500 afios en la India (Robinson & Sauco, 2010; Daniells et al., 2001; Simmonds, N.W.
1962). En la planta se distinguen tres partes importantes: el cormo o rizoma con hijuelos y
un sistema radical; el pseudotallo con el sistema foliar formado por hojas emergentes en
forma de cilindro enrollado y el racimo o inflorescencia, formado a partir del tallo verdadero
de la planta (Figura 1-1) (Simmonds y Shepherd, 1955; Jones y Daniells, 2019). Dos
especies diploides, M. acuminata Colla (genoma A) y M. balbisiana Colla (genoma B)
(Perrier el al. 2011), son los ancestros comunes de todos los cultivares triploides y
tetraploides conocidos (Simmonds y Shepherd, 1955; Perrier el al. 2011). Musa acuminata
es uno de los mas importantes cultivos en el mundo en términos de produccién y consumo

(Martinez-Solérzano & Rey-Brina 2021).

Figura 1-1: Anatomia de una planta de banano.

7 :;li w— Female Flower

Fuente: FAO 2019 (http://www.fao.org/land-water/databases-and-software/crop-

information/banana/en/)

Las plantas de banano se cosechan en mas de 120 paises en las zonas tropicales y
subtropicales del mundo, donde proporciona un alimento basico para al menos 400
millones de personas alrededor del mundo y adicionalmente constituye un rubro de

exportacion muy importante (Nadal-medina et al., 2009; Jones y Daniells, 2019). Se
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considera un alimento de alto nivel energético, rico en minerales y vitaminas, con un corto
periodo de vida media (Manrique et al., 2007). En orden de importancia econémica, existen
bananos triploides (AAA, AAB y ABB), diploides (AA y AB) y tetraploides (AAAA, AAAB),
siendo los triploides los principales cultivares comerciales de banano, altamente estériles,
partenocarpicos y propagados asexualmente (Perrier el al. 2011; Jones y Daniells, 2019).
Los bananos triploides corresponden en un 95 % a cultivares del grupo Cavendish y el 5
% restante a cultivares exéticos como Apple (Manzano), baby banana (Bocadillo o
Pisang Mas) y ice cream (Lady Finger) (Robinson & Sauco, 2010).

1.3 PRODUCCION DE BANANO

La produccién global de banano en el 2021 estuvo cercana a los 125 millones de toneladas,
equivalentes a 5,3 millones de hectareas de superficie cultivada (FAOSTAT 2021). En
Latinoamérica, la produccién durante el periodo 1994 — 2021, estuvo cercana a los 91,2
millones de toneladas en promedio por afio (FAO 2023). El 80 % de la produccién con fines
de exportacion corresponde a los paises de Latinoamérica y del Caribe (5,6 billones de
dolares) (FAO 2019a), seguido por Asia (16,1 %) y Africa (3,9 %), representados en 19,2
millones de toneladas en el 2018 (FAO 2019b). Ecuador figura como el mayor pais
exportador de banano en el mundo con el 36 % de participacién en el mercado (FAO
2019a), seguido de Costa Rica, Guatemala y Colombia (FAOSTAT 2018).

Figura 1-2: Produccion global de banano por continente en el 1994-2021.

Proporcion de produccion de Bananos por region

Promedio 1994 - 2021

Oceania
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52.1 % TR Henbrioas
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@® Africa @ Américas Asia @ Europa @ Oceania

Fuente: FAOSTAT 2023
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En Colombia el banano es el tercer producto agricola en importancia para exportacion,
después del café y las flores (DANE 2019), representando 892 millones de dolares en el
afio 2022 y una produccion de 108 millones de cajas (AUGURA 2023). Los cultivos de
banano en Colombia ocupan aproximadamente 60.000 hectéreas, 0 sea el 7 por ciento de
la superficie total plantada de cultivos fruticolas (Espinal et al., 2005), ocupando el quinto
lugar en produccion a nivel global (FAOSTAT 2021). La produccién de banano de
exportacion en Colombia se realiza en dos zonas ecolégicas diferentes ubicadas en la
Costa Norte sobre el mar Caribe: la primera es la zona de Uraba (Municipios de Apartado,
Carepa, Chigorod6 y Turbo) donde se cultivan cerca de 33.902 hectareas; la segunda es
la zona del Caribe (departamentos de Magdalena, la Guajira y Cesar) con
aproximadamente 19.426 has cultivadas (AUGURA, 2023).

1.4 Agentes fitopatégenos de los cultivos de
banano

La produccién de banano en el mundo se ve frecuentemente afectada por la susceptibilidad
del cultivo a diversas plagas y enfermedades (Tabla 1-1). Dentro de los patégenos del
banano mas importantes se encuentran la bacteria Ralstonia solanacearum y los hongos
Fusarium oxysporum f. sp. cubense y Pseudocercospora fijiensis, causantes de las
enfermedades denominadas Moko, Mal de panama y Sigatoka negra respectivamente
(Jones y Daniells, 2019). Pseudocercospora fijiensis, objeto de este estudio, es un hongo
devastador para el cultivo de banano, causa grandes pérdidas econdmicas para los
cultivadores y normalmente se controla con el empleo de diversos tipos de fungicidas de
sintesis quimica que aumentan los costos de produccion y afectan negativamente el medio

ambiente y la salud de los trabajadores (Mosquera et al. 2009).

Tabla 1-1: Patdgenos e insectos plaga mas frecuentes en el cultivo de banano.

Tipo de patégeno Especies més comunes

Bacterias Ralstonia solanacearum?, Xanthomonas

campestis pv. Musacearum?, Erwinia sp.!

Hongos Pseudocercospora fijiensis®*#, Pseudocercospora

musicola?, Pseudocercospora eumusae®,
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Fusarium oxysporum f. sp. cubense (razas 1,2 y
3)° (Raza 4)®, Cordana musae’, Guignardia

musae*¥Y  Colletotrichum musae®

Virus Banana bunchy top virus, , Bavuvirus9,
Cucumber mosaic virus (CMV)4, Banana streak
virus (BSV)10.

Insectos Colaspis spp.t!, Urocyclus flavescens!!, Nacoleia

octasema'!, Chaetanaphothrips spp.*?,
Frankliniella spp.tt, Thrips!*  Pentalonia

nigronervosa Coq8

1(Sequeira, L. 1998), 2(Tushemereirwe et al., 2003), 3(Marin et al., 2003), 4(Jones y Daniells, 2019),
5(Stover, R.H. 1962), 5(Ploetz, R. 2008), 7(Cordeiro et al., 2005), 8(Finlay & Brown, 1993) (Coquerel
C. 1859), ? (Horser et al., 2001), 19(Fauquet et al., 2005), 11(Robinson & Salco, 2010).

1.5 SIGATOKA NEGRA

La Sigatoka negra, causada por el hongo ascomicete Pseudocercospora fijiensis
(sinénimo: Mycosphaerella fijiensis Morelet), estado perfecto de Paracercospora fijiensis
(Morelet) Deigthon, es, desde el punto de vista econdmico, la enfermedad foliar mas
importante que afecta la produccién comercial de bananos y platanos (Musa spp.) en la
mayoria de las regiones productoras del mundo (Stover y Simonds, 1987).

La Sigatoka negra es una tipica enfermedad policiclica, en la que tanto conidias como
ascosporas participan de la dispersién (Figura 1-3). Las conidias y las ascosporas son los
agentes de diseminacion de la enfermedad, siendo los medios principales de dispersion,
la salpicadura y el lavado por lluvia. Las conidias asexuales se forman en lesiones jovenes
como estrias y aparecen en el primer estadio de mancha. Se producen de manera
abundante en periodos de alta humedad, especialmente si cuentan con una pelicula de
agua libre sobre las hojas. Estos propagulos estan asociados principalmente con
infecciones a corta distancia, entre hojas de una misma planta, de la planta madre a los
hijos y entre plantas cercanas. Las ascosporas sexuales en cambio, son los medios
primarios de dispersion sobre distancias mas largas entre plantaciones y son los medios

principales de diseminacion durante periodos de lluvia (Ploetz, R. 1994 , Agrios, G. 1988).
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Figura 1-3: Ciclo biolégico de Pseudocercospora fijiensis
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Dibujo cortesia Vickie Brewster

Se han establecido 6 estadios en la evolucién de la enfermedad: uno de punto, dos de
rayas y 3 de mancha; 1) Estadio de punto inicial: aparicién de puntos pequefios de color
amarillo palido de 0,25 mm de diametro visibles en el envés de la hoja; 2) Primer estadio
de estria: formacion de estrias de color castafio de 1mm de ancho por 2 mm de largo,
visibles en el haz y paralelas a las venas laterales de la hoja; 3) Segundo estadio de estria:
alargamiento de las estrias hasta alcanzar 20-25 mm de longitud y 2 mm de ancho, las
cuales toman una coloracion marrén oscuro y son visibles en el envés como rayas
amarillas; 4) Primer estadio de mancha: ensanchamiento de las estrias que se tornan color
marrén oscuro y son rodeadas por una zona amarilla palida, puede considerarse el primer
estadio de mancha; 5) Segundo estadio de mancha: inicio del colapso del centro de color
negro de la mancha y formacion de un halo amarillo ligero en el tejido de la hoja que rodea
el borde acuoso de la mancha; 6) Tercer estadio de mancha: el centro de la mancha se
seca, adquiere un color gris claro y ademas se torna hundido o comprimido. La mancha es
rodeada por un borde estrecho bien definido, color pardo oscuro o negro. Entre este borde
y el color verde normal de la hoja, hay frecuentemente una zona de transicion amarillo
brillante (Manzo-Séanchez et al., 2014; Fouré, 1985).
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Figura 1-4: Estadios de P. fijiensis

Mancha (E4) Mancha clorotica (ES) Mancha grisacea (E6)

Tomado de: http://www.scielo.org.pe/img/revistas/agro/v8n1/a03fig01.jpg.

1.6 EPIDEMIOLOGIA DE Pseudocercospora
fijiensis
La epidemiologia de la Sigatoka negra depende de factores bibticos y abioticos. Los
patrones de temperatura, humedad y disponibilidad de in6culo, son los principales factores
en la velocidad de evolucién de la enfermedad (Porras, 1997). En particular, la lluvia posee
un papel muy importante en la liberacion del in6culo ya que provee condiciones de

humedad que favorece el desarrollo de la infeccion (Gauhl, F. 1994).

Las temperaturas favorables para el desarrollo de la enfermedad fluctian entre los 25 y
28°C, con una temperatura 6ptima alrededor de los 27 °C. Normalmente, las temperaturas
por debajo del rango constituyen limitantes sobre el desarrollo del patdégeno, mientras que
temperaturas mas altas no (Jacome y Schun, 1992). La humedad relativa es importante
porgue aporta las condiciones hidricas para la germinacion de las esporas y el desarrollo
de las infecciones. El viento y el agua son los factores que permiten y favorecen la
diseminacion de las esporas del patégeno, una vez que estas han sido liberadas. Se han
encontrado correlaciones con otros factores ambientales como una humedad relativa
mayor del 92%, la tasa de evaporacién y la duracién de la humedad foliar, con el desarrollo
activo de la infeccién (Jacome y Schun, 1992).


http://www.scielo.org.pe/img/revistas/agro/v8n1/a03fig01.jpg
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1.7 Hospederos naturales de P. fijiensis

Ademéas de afectar plantas de banano y platano, se ha reportado el desarrollo de
sintomatologia similar al observado sobre plantas susceptibles en Heliconia psittacorum
(Gasparotto et al, 2005), planta ornamental de la que se cree que podria actuar como
vehiculo dispersor del patégeno.

1.8 Distribucion geograficay dispersion

Pseudocercospora fijiensis se ha distribuido en todas las zonas productoras de banano y
platano alrededor del mundo, desde su primera descripcién en el valle Sigatoka de la isla
de Vitu Levu en Fiji en 1963 (Rhodes, P. L. 1964). Sin embargo, reportes posteriores
sugieren una aparicibn mas temprana en Hawai (1958), Papua Nueva Guinea (1957) y
Taiwan (1927) (Meredith, D. S. 1970 & Stover, R. H. 1976), dificultando parcialmente la
definicion de su patrén de dispersion temprana debido a la similitud de sintomatologia con
la causada por Pseudocercospora musicola (Jones 2003). Pseudocercospora fijiensis ha
sido reportado en cuatro continentes y en mas de ochenta paises (CABI 2019) (Figura 1-
5). En tres paises (Zambia, Guadalupe y Surinam), se reporta como ausente 0 sin
confirmacion y solamente en Australia se considera como erradicado mediante
confinamiento (Jones 1990; CABI 2019).

El patégeno fue identificado por primera vez en Gabén (Africa) en 1978 (Frossard, P.
1975), aunque se presume su aparicion desde 1973 en Zambia (Reamarkers 1975), esto
no ha sido confirmado. Para América se tienen reportes de la aparicion de P. fijiensis
desde 1972 en Honduras y 1981 en México (Orozco Santos et al. 2013), en donde se
postula la introduccion en un solo evento a partir del estado de Chiapas y su posterior
diseminacion y evolucion (Manzo-Sanchez et al. 2019) en el resto de Centroamérica. En

Colombia se cree que fue introducido desde 1991.



12 Andlisis genémico y transcriptomico de la interaccion Musa-Mycosphaerella fijiensis

Figura 1-5: Mapa de distribucion de Pseudocercospora fijiensis.

Fuente: CABI 2019

En el 2013, la industria del banano requirié cerca de 162.000 personas en empleos directos
e indirectos en las zonas productoras en Colombia (Minagricultura, 2013). Sin embargo,
como indica Espinal G. (2005), el banano colombiano ha experimentado una pérdida de
posicionamiento competitivo en el marco de un sobreabastecimiento de los mercados
mundiales, con niveles proximos a la saturacion especialmente en paises desarrollados,
como consecuencia del crecimiento de la oferta de competidores fuertes como Ecuador.
La reduccion de competitividad en Colombia obedece a diversos factores entre los que
sobresalen la baja productividad por hectarea del cultivo y el deterioro en la calidad de la
fruta, debido principalmente a problemas sanitarios como la Sigatoka negra, el Moko y
recientemente el Amarillamiento por Fusarium en las plantaciones.

El estudio de la Sigatoka negra se ha centrado principalmente en la busqueda de
metodologias de control principalmente mediante la aplicacion de fungicidas quimicos
protectantes y sistémicos, los cuales se agrupan en tres grupos: Metil Benzimidazol
Carbamatos (MBCs), Inhibidores de la Quinona "situada" fuera (Qols; Estrobilurinas) e
inhibidores de la demetilacion del esterol (DMIs) (Arango, 2002; Orozco, et. al., 2002.;
Corrales, et al., 2002.; Fraaije et al.,2007). Sin embargo, con un estudio més profundo vy
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la aplicacion de principios y técnicas de biologia molecular y genémica podria lograrse una
comprension mas bésica y profunda de la enfermedad (Canto, et al. 2007), dado que hasta
la fecha son muy pocos los estudios genéticos y moleculares reportados sobre la Sigatoka
negra (Canto, B., et al. 2007; Carlier, J. et al., 1996).

1.9 INTERACCIONES PLANTA-PATOGENO

En las interacciones incompatibles la resistencia puede darse de dos maneras: constitutiva
e inducida; los factores de resistencia constitutiva también conocidos como factores
preformados, son caracteristicas quimicas y morfologicas que estan presentes en la planta
antes de ser atacadas por cualquier patégeno. La cuticula puede ser considerada como la
primera linea de defensa contra alteraciones ambientales incluidos los patégenos. Un gran
namero de metabolitos secundarios son producidos constitutivamente por la planta, como
es el caso de los glucésidos cianogénicos y saponinas. Estos compuestos quimicos

preformados son también conocidos como Fitoanticipinas (Bowyer et. al. 1995).

La resistencia inducida se refiere a los procesos de defensa que son activados solamente
por un intento de infeccion. Dentro de las respuestas mas importantes de las plantas frente
a un microorganismo patogénico se encuentran la biosintesis de metabolitos secundarios
de bajo peso molecular que presentan actividad antimicrobiana (Fitoalexinas), la induccion
de una muerte celular rapida y localizada (Respuesta Hipersensible) y la sintesis de
proteinas que inhiben el avance del patégeno (Proteinas relacionadas con la patogénesis
(Thordal-Christensen, H. 2003).

1.10  Proteinas relacionadas con patogenicidad
y virulencia

Una fraccion importante del secretoma de los microorganismos comprende enzimas
hidroliticas como proteasas, lipasas, ligninasas, celulasas, glucosil hidrolasas, esterasas,
etc., que desempefian importantes funciones no solo en la nutriciéon, sino también en el
proceso de infeccion, colonizacion y desarrollo de enfermedades si el microorganismo es
un patégeno. La composicion del secretoma es extraordinariamente versatil y varia en
funcidn de las condiciones ambientales, del estado fisioldgico y del sustrato en el cual crece

el microorganismo. Phalip et al (2005), observaron que en Fusarium graminearum el patron
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de proteinas extracelulares varia cuando se le cultiva en un medio con glucosa o con
paredes celulares de Humulus lupulus (lupus); las paredes celulares ademas de favorecer
la acumulacion, también inducen una mayor diversidad de proteinas extracelulares, la

mayoria enzimas que degradan la pared celular del hospedero.

Douaiher et al (2007), compararon en Mycosphaerella graminicola la produccién de
proteinas extracelulares en dos cepas con diferente grado de patogenicidad. Para la
investigacion utilizaron tres medios de cultivo diferentes, uno conteniendo harina de trigo,
dado que la planta de trigo es el huésped natural de M. graminicola. Los investigadores
observaron que el patrén de la actividad de celulasas y en particular la produccién de
xilanasas fueron mas altas en este medio. Estas enzimas pudieron ser correlacionadas
con la patogenicidad de las cepas, sugiriendo que las xilanasas desempefian un papel
importante en el proceso de desarrollo de la enfermedad. Chuc en 2007 estudio la
produccion de proteinas extracelulares de P. fijiensis en medio V8 liquido, cuyo filtrado
indujo una respuesta hipersensible en hojas de banano. Dicha respuesta parece ser
mediada, al menos en parte, por proteasas tipo subtilisina secretadas por P. fijiensis. A
nivel molecular no se conocen las secuencias de los genes responsables de inducir esta
respuesta en plantas de banano. En general el conocimiento que se tiene sobre los genes
gue codifican las proteinas responsables de los procesos de patogenicidad de P. fijiensis

sobre plantas muséceas es muy pobre.

El andlisis de todas las posibles proteinas secretadas, proteinas de la superficie celular,
entre otras pueden ser ahora estudiadas mas profunda y completamente, explorando la
informacion que se estd generando a partir de los proyectos de secuenciamiento del
genoma. ElI DOE Joint Genome Institute actualmente tiene publicado en su pagina la
version 2 del genoma de P. fijiensis. Estas anotaciones se realizaron a partir del andlisis
de 40.000 secuencias EST generadas del secuenciamiento de 3 librerias in vitro.
Adicionalmente, se conoce que el actual mapa de ligamiento genético de P. fijiensis
contiene 10 grupos de ligamiento grandes y 13 pequefios, con marcadores espaciados
aproximadamente cada 7.0 cM., ademas, 11 locus del tipo de apareamiento (Conde-
Ferraez et al 2006; Manzo-Sanchez et al. 2008), ha sido recientemente secuenciado,
revelando dos idiomorfos (alelos que codifican para proteinas diferentes) que son similares

alos de otros hongos ascomicetos. Toda esta informacion generada necesita ser analizada
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y puesta a prueba con experimentos funcionales mas puntuales para obtener resultados
mas aplicados y contundentes. En este trabajo se dio inicio a la identificacion detallada de
los genes que codifican las proteinas responsables de la virulencia y la patogenicidad de

P. fijiensis.

1.11  INTERACCION BANANO-
Pseudocercospora fijiensis

El estudio de la Sigatoka negra se ha centrado principalmente en la blusqueda de
metodologias de control mediante la gestién integrada de enfermedades y el entendimiento
de la patologia en términos agronémicos. Como resultado, la Sigatoka negra se maneja
primordialmente mediante la aplicacién de fungicidas sistémicos. En la actualidad se
emplean los grupos DMIs, las aminas y las anilipirimidinas (Vicente Rey — Cenibanano,
comunicacion personal). Sin embargo, el uso de fungicidas de sintesis quimica no es
sostenible, por lo que es urgente entender los mecanismos de la interaccién planta -
patdgeno, para poder generar estrategias novedosas de control. Un mayor entendimiento
de las interacciones entre el hospedero y el patdbgeno se obtiene con el uso de
herramientas de biologia molecular y genémica (Canto et al. 2007). Sin embargo, hasta la
fecha son muy pocos los estudios moleculares, bioquimicos y genéticos reportados para
P. fijiensis (Rodriguez, H. A et al. 2020; Canto et al; 2007; Carlier et al., 1996).

La especificidad de la interaccion banano - P. fijiensis esta descrita a nivel de la reaccién
mostrada por diferentes cultivares hacia el patégeno (Fullerton & Olsen, 1991, Riveros A.
E., 1992; Beveraggi et al 1993). En banano y platano se ha identificado un patrén que varia
entre resistencia parcial (PR) y alta resistencia (HR) (Fouré, 1993). El establecimiento del
patdégeno en un cultivar susceptible se inicia con la penetracion de las hifas a través de los
estomas y su esparcimiento intercelular con una nutricién biotréfica durante un periodo de
3 a 4 semanas, antes de que aparezcan los sintomas necroéticos en las hojas (Hoss et al.,
2000). El fenotipo de resistencia parcial parece estar ligado a la acumulacion de
compuestos fenodlicos especializados que se almacenan en las células del parénquima.
Una vez el material es liberado en los espacios intercelulares, se produce el contacto con

las hifas del hongo para limitar su extension en el parénquima. Este mecanismo se cree
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gue desempefia un papel importante en las ultimas etapas del proceso de la infeccion. Los
fenotipos con HR muestran una rapida induccién de los mecanismos de defensa, que
inducen a una muerte rapida de las células huésped en los sitios de la infeccion, una
reaccion que se encuentra en las interacciones incompatibles planta-patdégeno (Agrios,
2004).

A pesar de la importancia que tienen los cultivos de banano y platano a nivel mundial, la
mayoria de los aspectos de la interaccién planta — patégeno son desconocidos. Con el
desarrollo de los métodos en gendmica, el andlisis del transcriptoma y los andlisis
funcionales, hoy en dia es posible entender estos mecanismos de interaccion a una escala

y velocidad mayor, lo que sin duda beneficiara a los productores y a la sociedad en general.

1.12  Resistencia a fungicidas por parte de
P. fijiensis
La aplicacién de fungicidas quimicos es la principal herramienta para el manejo de la
Sigatoka negra, la cual se realiza mediante aplicacién alterna y en mezcla de fungicidas
protectores y sistémicos (Martinez, et al., 2011). Los fungicidas protectores son de accion
multisitio (bajo o nulo riesgo de resistencia) y se incluyen en este grupo el Mancozeb y el
Clorotalonil; los sistémicos son de accion sitio-especifico (moderado a alto riesgo de
resistencia) e incluyen fungicidas de grupos como benzimidazoles, aminas, triazoles,
estrobirulinas y anilinopirimidinas (Martinez, et al.,, 2011). En muchos estudios se ha
reportado la pérdida de sensibilidad frente a estos compuestos. P. fijiensis ha desarrollado
resistencia a los benzimidazoles, triazoles y estrobirulinas, lo cual ha reducido su eficacia
en campo y limitado su uso (Martinez & Guzman, 2010). El desarrollo de resistencia a los
fungicidas de los grupos antes mencionados ha incrementado el uso de aminas y
anilinopirimidinas, lo cual se vislumbra como un riesgo, debido al aumento en la presién de

seleccién que se ejerce sobre el patdégeno (FRAC, 2010).

Parte de la resistencia adquirida por estos microorganismos se ha visto relacionado con el
namero de aspersiones por ciclo de cultivo. En un estudio realizado en el suroeste de
México, se evidencid la correlacion entre el numero de aplicaciones y los valores de

proporcion de resistencia al Propiconazol tanto a nivel de CE50 como de CEgs (Martinez-
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Bolafios et al., 2012). La rapida aparicion de resistencia indica que las poblaciones de P.
fijiensis son altamente adaptables a los mecanismos que se emplean para su control, por

lo que es indispensable la busqueda de nuevas alternativas de manejo de la enfermedad.

El estudio profundo del genoma de P. fijiensis permitira la identificacion de genes
candidatos a determinantes de patogenicidad, que puedan ser empleados como posibles
blancos de control, que a futuro se reflejarian en la disminucion de uso de fungicidas, por
esta razén el presente trabajo permitié Identificar mediante el estudio comparativo del
genoma y del transcriptoma del hongo Pseudocercospora fijiensis genes candidatos a
determinantes de virulencia y patogenicidad.
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2.Capitulo 2: Analisis comparativo
de genomas fungicos del
complejo sigatoka

2.1 INTRODUCCION

El complejo sigatoka esté constituido por un grupo de tres hongos pleomorfos del género
Pseudocercospora (sinénimo: Mycosphaerella), Pseudocercospora  fijiensis,
Pseudocercospora eumusae y Pseudocercospora musae (Chang et al., 2016), estos
hongos son responsables de enormes pérdidas econdmicas en los paises productores de
banano y platano en todo el mundo (Churchill A. 2011, Ebimieowei & Wabiye 2011, Noar
et al., 2022); de los tres patégenos el mas conocido y estudiado es Pseudocercospora
fijiensis, causante de la sigatoka negra, enfermedad destructiva de amplia distribucion
global caracterizada por la aparicién de lesiones foliares crecientes, consecuente con la
disminucion de la superficie foliar fotosintéticamente activa y promoviendo la maduracién
prematura de los frutos, generando racimos que no pueden ser comercializados debido a
su calidad inferior (Bebber D. 2019).

El control de la sigatoka en el mundo esta basado en el uso de fungicidas quimicos en
aplicaciones recurrentes, incrementando de manera significativa los costos de produccion
(Chong et al. 2019), que en algunos casos alcanza hasta el 30 %; sin contar con las graves
afectaciones al ambiente y a la salud humana que se generan por el alto consumo de este
tipo de compuestos téxicos (Noblecilla & Batista 2018). Los fungicidas comunmente
aplicados son los triazoles, estrobirulinas, benzimidazoles y DMIs (Inhibdores de
Demetilacion de Esteroles) (Reuveni, M. 2021), compuestos considerados como poco

amigables con el ambiente y que de manera recurrente presentan poca efectividad sobre
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el desarrollo de la enfermedad debido a la apariciébn de resistencia por parte de los
patdégenos a ellos; generando la necesidad de encontrar métodos alternativos de control
basados en el estudio molecular de la interaccion entre el hongo y las plantas de banano.

Estudios preliminares han permitido el hallazgo de mutaciones puntales en el genoma de
Pseudocercospora fijiensis responsables de la resistencia al Azoxistrobin, Benomil y
Propiconazol, fungicidas de uso frecuente en el cultivo de banano y que han tenido que
ser eliminados o sustituidos de los programas de fumigacion (Soares,et al. 2019, Noar et
al. 2022); también se ha trabajado en la caracterizacion de genes relacionados con la
virulencia, en los que se ha podido evidenciar la importancia de efectores como el MfEcp2
y MfAvr4 y sus variantes alélicas en diferentes poblaciones naturales como parte del
mecanismo de evasién de P. fijiensis al reconocimiento y respuesta por parte de la planta
(Stergiopoulos et al. 2014). De la misma manera se han adelantado estudios dirigidos a la
obtencién de la secuencia gendémica de las tres especies fungicas del complejo sigatoka,
la primera de ellas permitié la caracterizacién del genoma de P. fijiensis, reportando un
tamaio de 74 MB para los aislamientos CIRAD86 y CIRAD 139A, con un total de 13.107
modelos génicos y 172 genes codificantes para SSPs (Proteinas Pequefias Secretadas)
(Arango et al. 2016); informacién que se complementa con la caracterizacion inicial de los
genomas de P. musae (60.4 MB) y P. eumusae (47.12 MB) (Chang et al. 2016), y la

obtencion de la secuencia del genoma mitocondrial de P. fijiensis (Arcila et al. 2021).

Los hongos del complejo sigatoka muestran cambios evolutivos paralelos en sus genomas.
Esto sugiere que han compartido mecanismos similares de adaptacion y evolucion, lo que
podria haber contribuido a su capacidad incrementada para afectar negativamente a las
plantas de banano, ademas, estos cambios genéticos paralelos se correlacionan con un
aumento en la virulencia de ambos hongos sobre el huésped de banano. En otras palabras,
a medida que evolucionaron, adquirieron una mayor capacidad para causar dafio a las
plantas de banano, lo que resulta en una enfermedad mas agresiva y destructiva (Chang
et al. 2016).

Por esta razon, describimos el ensamblaje de novo de 27 genomas de aislamientos de

hongos del complejo sigatoka y su posterior anotacion. Se identificd un gran conjunto de
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genes posiblemente involucrados en la interaccién patdgeno-hospedador y en la
maquinaria de degradacion de polisacéridos. Las proteinas efectoras predichas de P.
fijiensis serian Gtiles para identificar posibles blancos de control y para el disefio estrategias
eficientes contra este patégeno devastador, pero poco caracterizado.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Extraccion de ADN para la secuenciaciéon genémica de los
aislamientos

Se seleccionaron 27 aislamientos para secuenciacion genémica de las tres especies del
complejo sigatoka provenientes de distintas zonas productoras en el mundo (Figura 2-1),
discriminados asi: 24 aislamientos de P. fijiensis, dos aislamientos de P. eumusae y un
aislamiento de P. musae (Tabla 2-1); 8 de los aislamiento de P. fijiensis fueron obtenidos
a partir de la coleccion de microorganismos de la Corporacion Para Investigaciones
Biolégicas CIB (Medellin-Colombia), estos fueron obtenidos mediante cultivo
monoascosporico aislado de material vegetal infectado proveniente de las zonas
productoras de banano de Uraba (Antioquia) y de los departamentos del Magdalena y
Guajira, los restantes aislamientos fueron obtenidos bajo convenio con el instituto
Wageningen Plant Research de la Universidad de Wageningen (Paises Bajos). Para
obtener el micelio adecuado para la extraccion de ADN, fragmentos de micelio fueron
cultivados en medio PDA (Papa Dextrosa Agar) por dos semanas a 24 °C y posteriormente
pequefios fragmentos fueron transferidos a medio Sabouraud liquido (Difco) por dos
semanas mas a 24 °C, hasta obtener aproximadamente 20 gramos de material fingico. El
micelio fue colectado y macerado en nitrégeno liquido hasta pulverizar, posteriormente se
extrajo el ADN a partir de 2 gramos del micelio pulverizado mediante CTAB 2X (Arango et
al.,, 2003) y las trazas de ARN fueron eliminadas mediante digestibn con ARNasa
(Fermentas), la calidad de material genético extraido fue verificado por electroforesis en
gel de agarosa al 1 % y espectrofotometria UV bajo el andlisis de relacion 260/280. Las
muestras de ADN genomico purificado fueron enviadas al High-Throuhput Sequencing
Facility HTSF (Universidad de North Caroline, New chapell, NC, USA) para la construccion

de las librerias y secuenciacion, segun protocolo standard de librerias Paired-end (lllumina,
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San Diego CA, USA), para un total de 27 librerias con tamafios de insertos cortos (400 pb
X 2).

Figura 2-1: Distribucién geografica de los aislamientos del complejo sigatoka.
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Tabla 2-1: Listado de los aislamientos fungicos del complejo sigatoka secuenciados.

Me_X870
Me_X874 P. eumusae
Mf_0810 Uraba - Col.
Mf_1009 Uraba - Col.
Mf 1110 Uraba - Col.
Mf_Francisco| Magdalena - Col.
Mf_Hamburgo] Magdalena - Col.
Mf_Joya Magdalena - Col.
Mf_X900 Magdalena - Col.
Mf_Sierra Magdalena - Col.
Mf_GND-18 Ecuador
Mf_GNP-3 Ecuador
Mf_RCQS16 Ecuador
Mf_E22 Ecuador Suramérica
Mf_Cam10-6 Costa Rica
Mf_Cam10-21 Costa Rica Centroamérica
Mf_X849 Filipinas
Mf_M52-22 Filipinas
Mf_T52-13 Filipinas
Mf_T52-22 Filipinas
Mf_Bol Filipinas
Mf_U22-1 Filipinas Asia P. fijiensis
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Mf_X845 Indonesia

Mf X848 Nueva Caledonia Oceania

Mf_X851 Gabén

Mf_X852 Burundi Africa
Mm P. musae

2.2.2 Ensamble gendmico

El ADN gendmico de los 27 aislamientos del complejo sigatoka fueron secuenciados
mediante la plataforma lllumina HiSeq 2000 (lllumina, San Diego CA, USA), generando en
promedio 10 gigabases de reads de informacion para cada uno de los genomas. Los
andlisis bioinformaticos de las secuencias se realizaron en el Laboratorio de Tecnologias
de Alto Desempefio LacTAD, (Universidad Estadual de Campinas UNICAMP, Campinas,
SP, Brasil), el control de calidad de las secuencias fue llevado a cabo mediante FastQC
version 0.11.5 (Andrews, S. 2010) y posteriormente fueron filtradas usando Trimmomatic
(Bolger et al. 2014), con el fin de eliminar bases erroneas y presencia de adaptadores.

Con las secuencias corregidas se procedio a determinar la mejor estrategia de montaje de
novo, ya que los resultados pueden variar significativamente dependiendo del programa
de montaje empleado, asi compartan similaridad en el algoritmo de ensamble. Se
emplearon cuatro softwares para ensamble de genomas basados en los grafos de bruijn,
lo cual consiste en el uso de secuencias de una longitud k (k-mers) de cada lectura, las
cuales representan un nodo. Posteriormente, cada par de nodos es conectado, de tal
manera que se mueve una base (k-1) entre cada par de k-mers. Los ensambladores
usados fueron: SGA (Simpson et al. 2012), IBDA-UD (Peng et al. 2012), MEGAHIT (Li et
al, 2015) y SPAdes version 3.8.1 (Bankevich et al. 2012). El analisis estadistico de los
ensambles generados por los cuatro programas fue realizado mediante el script en Perl
Assemblathon.pl (Bradnam et al. 2013), los parametros mas importantes a considerar en
este punto fueron: tamafio completo del ensamble, cantidad de scaffolds, scaffold mas
largo y N50, fueron evaluados con el total de los reads y con los reads mayores de 500 pb.
SPAdes fue el que presento las mejores métricas, ya que al comparar con el tamafio del
genoma reportado previamente de 74.1 MB (Arango, et al. 2016), fue el mas cercano con
70.29 MB (Figura 2-2).
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El montaje de novo definitivo de los 27 aislamientos se realiz6 mediante SPAdes version

3.8.1 (Bankevich et al. 2012) usando kmers multiples (71, 81y 91) y tratando de reducir la
aparicion de missmatches mediante la opcion —carefull, posteriormente se llevé a cabo el
scaffolding mediante SSPACE (SSAKE-based Scaffolding of Pre-Assembled Contigs after
Extension) version 3.0 (Boetzer et al. 2013) y el cierre de gaps mediante Gapfiller version

1.10 (Nadalin et al. 2013) a los ensambles se obtuvieron las estadisticas basicas mediante
el script de Perl Assemblathon_stats.pl (Bradnam et al. 2013) y la precision del ensamble
mediante REAPR (Hunt et al. 2013) .

2.2.3 Analisis de repeticiones y prediccion de genes

Con los genomas ensamblados se procedié con la deteccién de las clase de familia
de repeticiones mediante RepeatModeler (Smit & Hubley, 2008), el cual incorpora RECON
(Bao & Eddy, 2002), RepeatScout (Price, 2005), TRF (Benson, 1999), y RepeatMasker
(Smit & Hubley, 2012), posteriormente, la anotacion de los genomas enmascarados se
realizé mediante el pipeline MAKER2 (Holt & Yandell, 2011), en el que se incorporan varios
modelos predictores basados en varios modelos, entre los que se encuentran AUGUSTUS
(Stanke & Waack 2003), SNAP (Korf, 2004) y GENEMARK-ES (Ter-Hovhannisyan et al.
2008), las predicciones se realizaron con una iteracion y entrenando los predictores con
las secuencias reportadas anteriormente para el genoma de P. fijiensis (Arango et al. 2016)
y empleando el transcriptoma ensamblado como comprobacion de los genes predichos
(Noar & Duab 2016), para verificar la complecién de la anotaciéon de cada uno de los
genomas ensamblados y las anotaciones fue evaluada de manera cuantitativa mediante
el software BUSCO (Benchmarking Universal Singe-Copy Orthologs) (Siméo et al. 2015),
software que permite la valoracién de la anotacion mediante el calculo de la integridad de

la anotacion y la expectativa del contenido de genes.

2.2.4 Analisis filogenético

La comparacion e identificacion de los aislamientos se llevd a cabo mediante la
comparacion multilocus de secuencias de un grupo de nueve marcadores nucleares, los
genes extraidos Actina (ACT), Tubulina (TUB), Calmodulina (CaM), Factor de elongacion
1a (Efl), Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (G3PD), ARN polimerasa Il (RPB2) y las
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secuencias de las regiones ITS de rADN 5.8S, 18Sy 28S. Las secuencias fueron extraidas
mediante PCR in silico de los genomas ensamblados mediante primers especificos en
Geneious 7.1.9 (Kearse et al. 2012) y alineadas con Muscle (Edgar, R. C. 2004) en el
software MEGA 7 (Kumar et al. 2008), los andlisis filogenéticos fueron realizados con las
secuencias de los nueve marcadores concatenados para la construccion de dos arboles
de Maxima Verosimilitud (Maximum-Likelihood) con 1.000 réplicas bootstrap, uno para
todos los aislamientos del complejo sigatoka y otro para los aislamientos de P. fijiensis,
bajo los modelos Tn93 con distribucion Gamma (Tn93+G) y Tamura 3-parametros, con
una distribucion gamma discreta y modelo de sitios variable (Tn92+G+l) respectivamente,
el mejor modelo para cada caso fue seleccionado mediante jModelTest 2.0 y los
respectivos analisis filogeneticos y construccion de los arboles definitivos se realizd
mediante MEGA 7 (Kumar et al. 2008), los arboles filogeneticos fueron visualizados y

editados en la aplicacion web Evolview (http://www.evolgenius.info/evolview/).

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Seleccidn de algoritmo de ensamble

El andlisis estadistico de los ensambles generados por los cuatro programas fue realizado
mediante el script en Perl llamado Assemblathon.pl (Bradnam et al., 2013. El primero de
los parametros evaluados fue el tamafio total del ensamble como indicador del tamafio del
genoma, en este punto para SGA se obtuvo un ensamble de 57,9 MB, para Megahit 67,7
MB, para IBDA 101,77 MB y para SPAdes 70,29 MB (Figura 2-2); este ultimo fue el que
present6 las mejores métricas ya que al comparar con el tamafio del genoma reportado

previamente de 74MB (http://genome.jgi.doe.gov/Mycfi2/Mycfi2.home.html). Los otros tres

parametros de evaluacion (cantidad de scaffolds, N50 y scaffold mas largo), son
considerados fundamentales para la determinacion de la calidad del montaje y de la
muestra tomada, ya que ensambles con cantidades de scaffolds superiores a los 20.000
no son aceptados por baja calidad, asi como el tamafio del scaffold mas largo, ya que
indica de manera directa la calidad de la secuencia obtenida, esperando que se ajuste a

valores superiores a las 100.000 pares de bases para el caso especifico de P. fijiensis. Al


http://www.evolgenius.info/evolview/)
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comparar los valores obtenidos para estas importantes estadisticas, se hace evidente un
mejor desempefio de SPAdes como ensamblador, ya que para el caso del parametro
correspondiente al scaffold mas largo se encuentra en las 222.188 pb, valor significativo al
compararlo con los otros tres ensambladores; esta misma tendencia se hizo evidente en
el caso de la N50 (34131pb) y en el nimero total de scaffolds (8641) (figura 2-2).

Figura 2-2: Estadisticas generales de ensamble de genomas para la seleccion del mejor
software. (a) Tamafios de los ensambles obtenidos mediante el uso de cuatro softwares
diferentes con reads totales y con reads filtrados mayores de 500 pb. (b) Tamafo del
scaffold mas grande obtenidos mediante el uso de cuatro softwares diferentes con reads
totales y con reads filtrados mayores de 500 pb. (¢) N50 obtenido mediante el uso de cuatro
softwares diferentes con reads totales y con reads filtrados mayores de 500 pb. (d) Numero
de scaffolds obtenidos mediante el uso de cuatro softwares diferentes con reads totales y

con reads filtrados mayores de 500 pb.
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2.3.2 Ensamble de novo de genomas de aislamiento del complejo
sigatoka

Los resultados finales del ensamble de genomas de las especies fungicas del complejo
sigatoka son llamativos, ya que se presentd variacion en los tamafios totales de los
genomas, para P. fijiensis se encontraron entre los 55MB (X845) y las 75MB (CAM10-21)
(Tabla 2-2), aunque el 80 % de los aislamiento se encontré con valores muy cercanos al
reportado en las versidn publicada del genoma (Arango et al 2016), este comportamiento
de variacion en el tamafio de los genomas de aislamientos diferentes ha sido reportado
previamente para Mycosphaerella gramminicola ; para el caso de los dos aislamientos
secuenciados para P. eumusae los tamafios de los genomas fueron de 39MB y 44MB,
resultado similar al encontrado en trabajos similares realizados para el complejo sigatoka,
Chang et al. en 2016 realizaron el primer reporte de las secuencias genémicas para P.
eumusae y P. musae con tamafios de 40 MB y 60 MB respectivamente, nuestros
resultados para P. eumusae son similares, pero difieren para el caso de P. musae, ya que
el tamafio encontrado en nuestros analisis apunta hacia un genoma con tamafio cercanos
a los 80MB (Tabla 2-2).

La variabilidad entre el tamafio de los genomas de una misma especie de hongos es un
fendmeno bien conocido. Los genomas de los hongos pueden variar en tamafio desde
algunos miles de bases hasta millones de pares de bases (Mbp) (Gregory & Hebert. 1999;
Mohanta & Bae 2015). Esta variabilidad se debe a una serie de factores, incluyendo la
evolucién, la reproduccién y las condiciones ambientales. La evolucién es uno de los
factores mas importantes que contribuyen a la variabilidad del tamafio del genoma en los
hongos (Petrov 2001). Los hongos son organismos muy antiguos y han evolucionado a lo
largo de millones de afos. Durante este tiempo, sus genomas han sufrido una serie de
cambios, incluyendo la adicion, eliminacion y duplicacion de genes (Koszul et al. 2004), asi
como debido a la variacion en la cantidad de transposones (Chang et al. 2016). Estos
cambios han dado lugar a una gran diversidad de tamafios de genoma en los hongos,
como se ha visto en algunos hongos como Candida albicans (Carreto et al. 2008),
Aspergillus fumigatus (Garcia-Rubio et al. 2018), Cryptococcus neoformans (Ormerod et al
2013), entre otros.
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La reproduccién también es un factor que contribuye a la variabilidad del tamafio del
genoma en los hongos. Los hongos se reproducen tanto asexual como sexualmente.
Durante la reproduccion sexual, los genomas de los dos hongos se recombinan, lo que
puede dar lugar a cambios en el tamafo del genoma del nuevo organismo (Galagan et al.
2005). Las condiciones ambientales también pueden influir en el tamafio del genoma de
los hongos. Por ejemplo, los hongos que crecen en condiciones de estrés pueden tener
genomas mas pequefios que los hongos que crecen en condiciones favorables (Taylor et
al 2017). Esto se debe a que los hongos que crecen en condiciones de estrés necesitan

sintetizar menos proteinas y ARN, lo que les permite reducir el tamafio de su genoma.

Tabla 2-2: Estadisticas finales de los ensambles.

LONGITUD | NUMERO DE | LONGITUD | LONGITUD N50
TOTAL SECUENCIAS MEDIA DE LA
SECUENCIA
MAS
LARGA
ME_X870 39437479 4033 9778.70 477332 75772,n =144
ME_X874 44590323 4093 10894.29 413484 79311, n = 157
MF_0810 70530184 9226 7644.72 269715 35045, n =517
MF_1009 74424945 12717 5852.40 208461 27716, n =633
MF_1110 73391685 13209 5556.19 277249 22588,n =776
MF_FRANCISCO | 68905274 9116 7558.72 229150 33057, n =534
MF_HAMBURGO | 71821216 6545 10973.45 301987 52805, n =372
MF_JOYA 68946479 7104 9705.30 269960 41900, n = 447
MF_X900 69576768 6134 11342.81 338178 54215, n = 358
MF_SIERRA 78828234 16811 4689.09 199008 20917,n =878
MF_GND-18 71956893 10982 6552.26 211484 31530, n =570
MF_GNP-3 72375068 8375 8641.80 303728 41436, n = 444
MF_RCQS16 68570664 12021 5704.24 205562 28540, n = 583
MF_E22 59555943 9377 6351.28 261628 26974, n = 568
MF_CAM10-6 69854428 8039 8689.44 262199 38616, n = 464
MF_CAM10-21 75875289 7877 9632.51 436610 59189, n = 343
MF_X849 70464802 5160 13655.97 563789 67176, n =285
MF_M52-22 74054102 10587 6994.81 335329 36153, n = 506
MF_T52-13 67531855 4216 16017.99 504184 79477, n =244
MF_T52-22 67746302 5640 12011.76 289189 61573, n = 305
MF_BO1 70311003 8480 8291.39 342678 46375, n = 381
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MF_U22-1 71583481 8326 8597.58 282859 42365, n =445
MF_X845 77244627 9513 8119.90 231029 36057, n = 564
MF_X848 55924774 9538 5863.36 240687 27167, n =528
MF_X851 73806854 10011 737258 321172 38955, n = 476
MF_X852 75792019 9514 7966.37 1572390 40029, n =421

MM 78566482 9065 8667.01 310650 42428, n = 457

2.3.3 Comparacion entre el tamafio de los genomas ensamblados

y la presencia de secuencias repetidas

Chang et al en 2016 ya habia encontrado una relacion entre la cantidad de secuencias

LTR de clase | en las tres especies del complejo sigatoka y sugiere la participacion

fundamental en el proceso evolutivo de especiacibn en los hongos del género

Pseudocercospora, mediante los resultados obtenidos se puede soportar mejor esta

afirmacion, ya que se evidencia la variabilidad intraespecifica entre el contenido de estas

repeticiones y elementos transponibles.

Figura 2-3: Comparacién de los tamafos de los genomas de los aislamientos del complejo

sigatoka secuenciados con respecto a la cantidad de regiones altamente repetitivas.
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2.3.4 Analisis filogenético de los aislamientos del complejo
sigatoka

Un andlisis filogenético permite mediante la comparacion de secuencias de genes
encontrar relaciones familiares y evolutivas entre organismos a partir de un grupo de nueve
secuencias correspondientes en su mayoria a genes en los genomas secuenciados se
pudo realizar este tipo de andlisis. Mediante este analisis se encontraron 4 grupos
claramente diferenciados (Figura 2-4), en uno de ellos (el mas diverso) se encuentran la
mayoria de aislamientos provenientes de filipinas (rama inferior) y los otros tres grupos son
consistentes con la ubicacion geografica, uno de ellos ubica a los aislamientos
provenientes de la region de Uraba con algunos aislamientos provenientes de Ecuador,
pero es clara la separacion con los aislamientos prevenientes de la region del Magdalena,

la cual guarda relacién mas estrecha con aislamientos africanos y asiaticos.

Figura 2-4: Arbol filogenético construido por Maxima Verosimilitud (ML) con 9 secuencias
nucleares de aislados del complejo sigatoka a partir de los resultados de MEGA7 con 1.000

bootstraps.
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En este estudio, no se establece una relacién directa entre la distancia y el grado de
variabilidad. Nuestros resultados muestran una clara relacibn geografica zonal entre
paises y zonas productoras, lo que sugiere una posible influencia de actividades
antropogénicas similares a las mencionadas por Hanada (2002), curiosamente de
evidencia una relacion estrecha entre los aislamientos y la posible fuente de material
vegetal, ya que para el cultivo de banano al ser clonal condicionaria los cambios evolutivos
del patégeno, para el caso de Colombia la diversificacion de las dos principales zonas
productoras se ve divergente, ya que los aislamientos de Uraba guardan relacion estrecha
con aislamiento de Ecuador y Costa Rica, mientras que aislamientos del norte de Colombia
guardan relacién con aislamiento provenientes de Gabon y Nueva Caledonia. Nuestros
resultados también confirman la variabilidad genética mas alta entre los aislamientos
provenientes de Filipinas e Indonesia, soportado por los hallazgos de Hayden et al. 2003
guienes indican la presencia de efectos fundadores en areas cultivadas y mayor diversidad

en el sudeste asiatico.

2.3.5 Anotacion y comparacion de SSPs

Adicionalmente, no se encontraron variaciones importantes en la cantidad de SSPs (Small
Secreted Proteins) (Figura 2-5). Dichas proteinas podrian servir para ayudar a estrategias
de mejoramiento vegetal que permitan obtener plantas con resistencia a la enfermedad,
ademas de ofrecer informacion importante de la interaccion Musa - Sigatokas. de manera
consistente con los resultados obtenidos de variabilidad genémica de los aislamientos, se
evidencia variabilidad en la cantidad de proteinas anotadas y proteinas secretadas (Figura
1-5), para el caso de P. musae y P. eumusae no se presentan diferencias significativas con
respecto a la cantidad de proteinas secretadas , pero si se observa una disminucion de
proteinas totales, por lo que se puede inferir que la no disminucion en la cantidad de
proteinas secretadas garantiza el éxito infectivo de los hongos del complejo sigatoka y que
probablemente la disminucion en el contenido génico se debe a rearreglos cromosémicos
caracteristicos en hongos (Koszul et al. 2004), la ausencia de una pérdida significativa de
proteinas secretadas y SSPs (Figura 1-5) se puede atribuir a la presion de selecciéon

homogénea presente en las tres especies. Estas especies cohabitan las mismas &reas
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geograficas y comparten los mismos hospederos, lo que contribuye a mantener la

estabilidad en la expresion de estas proteinas. (Girard et al. 2013).

Figura 2-5: Resultados obtenidos de la anotacion génica de los genomas del complejo
sigatoka (panel izquierdo), comparado con la cantidad de proteinas de tipo SSP (Panel
derecho).
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2.3.6 Analisis de complejidad de los genomas ensamblados

Con el fin de determinar la calidad de los genomas ensamblados en términos de
fragmentacion y complecién, se evaluaron las proteinas predichas por MAKER mediante
el pipeline BUSCO (Siméo 2015), este analisis consiste en la comparacién de los genes
determinados contra una basa de datos de genes denominados “core”, que son genes
compartidos en todos los grupos taxonémicos y que para el caso de los hongos son 1438,
la tasa de complecion de los genomas ensamblados se encontro entre el 86 y el 87 %
(Figura 2-6), estos resultados son comparable con otros proyectos de secuenciacion y son

considerados como aceptables para el caso de genomas draft (Jauhal & Newcomb 2021).
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Figura 2-6: Resultado de los andlisis de complecién de los genomas ensamblados
mediante BUSCO.

BUSCO Assessment Results

. Complete (C) and single-copy (S) . Complete (C) and duplicated (D)

Fragmented (F) . Missing (M)
Me_X870 [7CH1266 [S:1256, D:9], F:565, MiA18,nid488
Me_X874 70255 [S:1249, D:6], F:58, M:425, nef438
Mi_0810 [icH228]s 1221, D:2) F:79, M:436, 1438
Mf_1009 [UCH2051(5:1203, D:2], F:89, M:A44,n1438
Mf_10-21 [TCH2237s: 1221, D:2], Fi74, MAdd, nif438
Mf_10-6 [CH22615:1223, D:3], Fi78, MA34, 01488
Mf_1110 [cHE2is 1218, D:3], Fiv9, M43, nit488
Mf_Bo1 [Ci23g)[s:1287, D:2), Fi7o, Mi129, 438
Mf_E22 [Tci228(s: 1221, D:2), F:75, M40, 1438
Mi_Francisco [ Ci221[5:1219,D:2), F:75, M:A42, 1438
Mf_GND-18 [ Ci1232(5:1228, D], F:72, M:134, 01438
Mf_GNP-3 [ Ci1230(S:1228, D:2), F:75, M:133, ni1438
Mf_Hamburgo [ Ci229(s:1227, D:2), Fi77, MiA32, 1438
Mf_Joya [CH22is 1217, D41 F:81, M:A36, 01488
Mf_M52-22 [7CH1238 [S:1234, 5], Fi74, M:A25, mid438
Mf_RCQS16 [ Ci229(5:1227, D:2), Fi75, MiA34, 1438
Mf_Sierra [ 207 [8:1202, D:5), Fi79, Mi1S2, 1438
Mf_T52-13 [Ci1239 (511236, D3], F:73, M:126,n:1438
Mt_T52-22 [CH2247s 1219, D:5], Fi78, MA4, ni1488
Mf_U22-1 [7CH282 [s:1228, D:4] F:83, M:f28, nit488
Mf_X845 [7CH231 [S:1228, D:3] F81, M:A26, nif488
Mf_X848 [TcH228]s:1224, D:5), Fi78, M:A3, me1438
Mf_X849 [ C1219[5:1213, D:6], F:88, M:131,n:1438
Mf_X851 [ Ci1223(s:1221, D:2) F:88, M:127,ni1438
Mf_X852 [ Ci1229 [s:1222, D7), F:82, M:127,ni1438
Mf_X900 [ ci218(s:1216, D:2), F:83, M:137, ni1438
Mm [CH2i61(S:1208/D:8], F:67, M:1665, nif488

%BUSCOs

2.3.7 Comparacion de SSPs compartidas entre aislamientos

Con las secuencias para SSPs identificadas, se procedio a realizar un andlisis para la
determinacion de ortogrupos, un ortogrupo se define como un posible gen que se comparte
por todos o varios organismos diferentes, para este caso se identificaron ortogrupos dentro
de los genes identificados como SSPs dentro de los 27 aislamientos del complejo sigatoka,
identificando 8 ortogrupos (Tabla 3), con las secuencias de estos se procedio a realizar
una busqueda en las bases de datos internacionales (Genbank y ENA), encontrando
correspondencia con genes importantes como el AVR4, gen reportado en la literatura como
importante dentro del proceso infectivo (Chen et al., 2021), adicionalmente se encontrd
similaridad con dos proteasas, enzimas que permitirian la degradacion de las membranas
celulares vegetales, ademas de encontrar una glucanasa, con funcion similar en términos

de degradacion de paredes celulares (Tabla 2-3).
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Tabla 2-3. Ortogrupos compartidos por los 27 aislamientos complejo sigatokas
correspondientes a proteinas secretadas.

Orthogrupo Resultado BlastP % de
Identidad

oGo1 carbohydrate-binding module family 14 protein 97
[Pseudocercospora fijiensis CIRADEE]

0G02 hypothetical protein MYCFIDRAFT_80396 97
[Pseudocercospora fijiensis CIRADSE]

0G03 lytic transglycosylase [Cercospora zeina] 66

0G04 class 1 hydrophobin [Passalora fulva] 36

0G05 PR-1-like protein [Aureobasidium pullulans EXF-1350] 57

0G06 putative exo-beta-1,3- glucanase [Aspergillus 32
novofumigatus |BT16806]

0G07 acid proteinase [Grosmannia clavigera kw1407] 37

oG08 hypothetical protein MY CFIDRAFT_195371 86

[Pseudocercospora fijiensis CIRADE6)

2.4 Conclusiones

En resumen, el estudio realizado sobre el ensamble de genomas de aislamientos del
complejo sigatoka utilizando diferentes programas de ensamblaje mostré que SPAdes fue
el mejor ensamblador en términos de tamafio del ensamble, cantidad de scaffolds, N50 y
tamafio del scaffold mas largo. Los tamafios de los genomas de las especies fungicas del
complejo sigatoka variaron significativamente, lo que puede atribuirse a factores como la
evolucion, la reproduccion y las condiciones ambientales; relacionandose con la cantidad
de secuencias repetidas, especificamente LTR de clase |, las cuales presentaron
variabilidad intraespecifica en las tres especies del complejo sigatoka, lo que sugiere su

participacién en el proceso evolutivo de especiacion en el género Pseudocercospora.

El andlisis filogenético revelo la existencia de cuatro grupos claramente diferenciados, con
una relacion geografica entre los aislamientos provenientes de diferentes paises y regiones
productoras de banano. Esto sugiere la influencia de actividades antropogénicas similares

y la posible relacion con las fuentes de material vegetal utilizadas para el cultivo de banano.
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La anotacion y comparaciéon de proteinas secretadas (SSPs) revelaron diferencias en la
cantidad total de proteinas, pero no en la cantidad de proteinas secretadas, lo que sugiere
una presion de seleccion homogénea en las tres especies del complejo Sigatoka. Ademas,
se identificaron SSPs compartidas entre los aislamientos, algunas de las cuales estan
asociadas con genes clave para el proceso infectivo, como el gen AVRA4.

En general, estos resultados proporcionan informacion valiosa sobre la variabilidad
genética, las relaciones filogenéticas y las caracteristicas genémicas del complejo
sigatoka, lo que puede ser relevante para el desarrollo de estrategias de mejoramiento
vegetal y el estudio de la interaccion entre las especies de Pseudocercospora y las plantas
de banano. Se encontraron diferencias significativas en el tamafo de los genomas de los
aislamientos de P. fijiensis secuenciados, asociadas con la abundancia de regiones
altamente repetitivas, fendmeno reportado en otros hongos ascomicetos. Se evidencia una
separacion clara del origen filogenético de los aislamientos de las dos principales zonas
productoras de banano en Colombia, Urabad con relacibn con aislamientos de
Centroamérica y Suramérica; Santa Marta con relacién con aislamientos de africanos y de
asiaticos. Se encontraron genes que pueden ser importantes en el proceso infectivo del
hongo sobre plantas de banano, genes como las proteinas secretadas (SSPs), proteasas
secretadas, hidrolasas e hidrofobinas; estos genes pueden ser empleados en posteriores

estudios funcionales y de mejoramiento genético de variedades comerciales de banano.
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3.Capitulo 3: Andlisis de los
patrones de expresion de las

proteinas secretadas
relacionadas con la patogénesis
durante una interaccion

iIncompatible entre Musa vy
Pseudocercospora fijiensis

3.1 INTRODUCCION

La Sigatoka negra causada por el hongo ascomiceto Pseudocercospora fijiensis, es la
enfermedad fungica més importante en el cultivo del banano en todo el mundo, su control
se basa principalmente en el uso de fungicidas quimicos, incrementando los costos de
produccion hasta en un 30% (Kema, 2006), con el agravante de que estos productos
pierden su efectividad a mediano plazo (Canas-Gutierrez et al., 2009; Cools 2013; Romero
y Sutton, 1997). El estudio de la sigatoka negra se ha centrado en la bisqueda de
metodologias de control mediante la gestion integrada de plagas y el entendimiento de la
patologia de la enfermedad en términos agrondémicos; la especificidad de la interaccién
banano - P. fijiensis esta descrita a nivel de especies para el patdégeno y a nivel de
cultivares para el hospedero. (Fullerton & Olsen, 1991, Salle et al., 1989; Riveros A. E.,
1992; Beveraggi et al 1993) representando un patrén de susceptibilidad que varia entre
resistencia parcial (PR) y alta resistencia (HR) (Fouré, 1993). Con el uso de técnicas de
biologia molecular y gendémica se puede lograr una comprension mas basica y profunda
de la enfermedad, pero hasta la fecha son muy pocos los estudios genéticos reportados.
Para entender como el hongo enferma la planta y como evade las defensas es necesario
conocer aspectos basicos como la identificacion de los genes que son responsables de la
patogenicidad y virulencia, la variabilidad de estos genes, asi como la capacidad de la

planta de generar respuestas de defensa (Churchill, A. C. 2011).
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Las interacciones planta-patdégeno son una importante fuerza que moldea la diversidad
entre los organismos. La mayoria de los estudios genéticos que relacionan la planta y el
patégeno se enfocan en las interacciones gen-por-gen. En este tipo de interaccion, la
planta produce proteinas codificadas por genes de resistencia (genes R) que detectan
factores de avirulencia o elicitores o proteinas efectoras producidas por el patdgeno,
codificadas por genes de avirulencia (genes Avr) causando la induccién de HR (Respuesta
Hipersensible) y SAR (Resistencia Sistémica Adquirida). Durante estos dos tipos de
respuestas se activa la transcripcion de varios genes y en consecuencia se produce una
serie de proteinas conocidas como proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) (Bishop
et al 2000).

Dentro de los grupos de proteinas efectoras producidas por el hongo, se encuentran las
Small Secreted Proteins o SSPs, proteinas relacionadas estrechamente con los procesos
de patogénesis y que como caracteristica importante poseen tamafios pequefios de no
mas de 300 aminoé&cidos, més de 4 residuos de Cisteina y la presencia de un péptido sefal
para proteinas secretadas (Stergiopoulos & de Wit 2009). Stergiopoulus en 2010 reporté
la presencia de los efectores Avr4 y Ecp2 en Pseudocercospora fijiensis homélogos de
Cladosporium fulvum (Stergiopoulos et al., 2010), los cuales han sido relacionado en la

respuesta generada por el hongo a estrés biético o abibtico (Stergiopoulos et al., 2014).

A pesar de la importancia que tienen los cultivos de banano y platano a nivel mundial, la
mayoria de los aspectos de la interaccion son desconocidos. Con el desarrollo de los
métodos en gendmica, el analisis del transcriptoma y los andlisis funcionales hoy en dia
es posible entender estos mecanismos de interaccién a una velocidad mayor, lo que sin
duda beneficiara a los productores y a la sociedad en general. Dentro del amplio estudio
de este patosistema se pretende analizar la expresiéon génica de P. fijiensis en tres
diferentes tiempos después de la infeccidén de plantas de banano de la variedad Calcutta
4 y asi poder identificar posibles genes candidatos determinantes de los procesos de

patogenicidad y virulencia de P. fijiensis.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material vegetal

Se tomaron plantas de banano Musa acuminata ssp. burmannicoudes var. calcutta 4 (Musa
AA) de 25 cm de alto, colectadas en la finca de la Universidad de Caldas, municipio de
Palestina (Caldas), vereda Santagueda a 1110 m.s.n.m, las plantas fueron mantenidas
bajo condiciones de invernadero hasta obtener una altura de 30 cm y 3 meses de edad,

momento en el que fueron utilizadas para infeccion con P. fijiensis (Torres et al 2013).

3.2.2 Material fungico e inoculacion de plantas de banano

A partir de plantas de banano naturalmente infectadas de la zona bananera de Urab4, se
aisl6 un cultivo monoascosporico referenciado con cédigo 080930 segun los
procedimientos anteriormente descritos por Torres et al 2013, este aislamiento en
particular tiene una alta virulencia y resistencia al propiconazol, con el cultivo purificado se
procedi6 a preparar el inoculo en medio V8 (Campbell Soup Company, Camden, NJ, USA),
suplementado con 0.2 g/L CaCO3, necesario para la infeccion de las plantas de banano
bajo condiciones controladas, (Sepulveda et al., 2009). La inoculacion se realizé con un
aerografo, a una distancia aproximada de 20 cm por el envés de cada hoja. Se asperj6 un
volumen de 1 ml de solucién de conidias por hoja (1x10° conidias por hoja) y se inocularon
las 3 6 4 primeras hojas de cada planta. Las plantas controles se inocularon con la solucion
de gelatina microbiolégica al 2%, sin conidias. Las plantas se incubaron en la camara a
una temperatura constante de 29°C, humedad relativa del 95 % y un fotoperiodo de 12 h
luz/12 horas oscuridad (Torres et al 2013).

3.2.3 Extraccion de ARN

El ARN total fue extraido con el Concert Plant RNA Reagent (Invitrogen) de acuerdo al
protocolo suministrado por el fabricante, a partir de tejido foliar infectado bajo condiciones
controladas de 4 diferentes tiempos: 0, 24, 72 y 144 Horas post infeccién (HPI) con
Pseudocercospora fijiensis. Para la elaboracion de las librerias de cDNA se utiliz6 el kit

TransPlex Whole Transcriptome Amplification (Sigma, USA), utilizando las indicaciones del
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fabricante. Para remover los residuos de cebadores y nucle6tidos se uso el QIAquick PCR
Purification (QIAGEN, Alemania) segun especificaciones del fabricante.

3.2.4 Diseio del microarreglo

Cada uno de los tiempos se realizo por triplicado para un total de doce microarreglos, tanto
la sintesis de las sondas, hibridacion del cDNA y lectura de la placa fue desarrollado por
la compafila Roche Nimblegen ©. El disefio de las sondas se realiz6 con 14,872
secuencias de unigenes. Se seleccionaron las 4 mejores sondas por cada gen blanco y

cada uno de estos se consideré como una réplica técnica del experimento.

3.2.5 Analisis del microarreglo

Los datos obtenidos del microarreglo fueron normalizados en la plataforma Subio (Subio
Inc., Tokyo, Japan), empleando Subio Basic Plug-in versién 1.6, usando una baja sefial de
cutoff (mean raw signal < 100 para todos los tiempos), seguido de un analisis ANOVA para
la identificacidén de los genes que se encuentran diferencialmente expresados. Ademas de
esto se llevd a cabo la seleccion especifica de proteinas SSPs, para ello a partir de la
informacion  obtenida del genoma de P. fijiensis  (http://genome.jgi-
psf.org/Mycfi2/Mycfi2.home.html ), se realizé un filtrado para identificar el total de SSPs
teniendo en cuenta las caracteristicas basicas: secuencias con menos de 300 aminoacidos
y con cuatro o mas residuos de cisteina, ademas de identificar la presencia del péptido

sefal mediante la aplicacion Signalp 4.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

Con las SSPs identificadas se procedié a hacer la anotacion, utilizando el programa
Blast2Go (http://www.blast2go.com/b2ghome). La anotacion se realizé en tres pasos: 1)
BLAST para encontrar secuencias homologas; 2) MAPPING (Mapeo) para recuperar los

términos y 3) GO y ANOTACION para seleccionar las funciones confiables.


http://genome.jgi-/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.blast2go.com/b2ghome)
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Genes expresados durante lainteraccion incompatible
Musa - Pseudocercospora fijiensis

Se encontraron un total de 726 genes de P. fijiensis expresados diferencialmente entre las
0y las 144 horas post infeccion (HPI), al realizar la anotacion funcional de estos genes, la
mayor cantidad de genes estan asociados a procesos metabdlicos del hongo (187) seguido
de genes asociados a procesos celulares (176), localizacion celular, regulacién biol6gica y
respuesta a estimulos (Figura 3-1). A partir del total de genes expresados diferencialmente
se clasificaron en los tres tiempos de infeccion, encontrdndose la mayor cantidad de genes
expresados diferencialmente a las 72 HPI (308), momento clave en los procesos infectivos
del hongo, la menor cantidad de genes se encontraron a las 24 HPIl, momento en el cual
se estd iniciando el establecimiento y adaptacion del hongo (Torres et al 2012), de los
genes expresados diferencialmente se encontraron 12 genes codificantes para SSPs,
algunos en mas de uno de los tiempos estudiados (Tabla 3-1). Con el fin de realizar un
analisis global de la relacion de los datos del transcriptoma con los diferentes tiempos
evaluados y determinar el efecto generado por la infeccion de P. fijiensis sobre las plantas
resistentes de banano, se llevd a cabo un andlisis de componentes principales (PCA),
revelando cambios significativos en el transcriptoma del hongo causados por los procesos

de interaccion.

En general las muestras correspondientes a las 24, 72 y 144 HPI estan muy separadas de
la muestra correspondiente a las 0 HPI, se denotan claramente 2 grupos separados
claramente de la expresién a 0 HPI, el primero de los grupos corresponde a 24 y 144 HPI,
y todavia méas separado se encuentra la expresion a 72 HPI (Figura 3-2A); al analizar el
diagrama de Venn para relacionar los genes diferencialmente expresados en los tiempos
analizados se encontr6 una serie de 43 genes expresados diferencialmente durante los

tres tiempos posteriores a 0 horas (24, 72 y 144 HPI) (Figura 3-2B).
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Tabla 3-1: Cddigos de secuencias de SSPs de P. fijiensis que se encontraron
diferencialmente expresados en el microarreglo.

24 Horas 72 Horas 144 Horas
SSP186 SSpP222 SSP148
SSP085 SSP223 SSP186
SSP109 SSP149 SSP159
SSP070 SSP040 SSP133
SSP040

De los 43 genes con expresion diferencial permanente para todos los tiempo analizados,
se encontraron 7 genes subexpresados (Figura 3-2C), estos genes son de vital
importancia, ya que en la interaccion patégeno-hospedero se da unarelacién de gen a gen
y si es posible determinar los genes gue se encuentran apagados es posible explicar esta
subexpresion debida a la accion de los mecanismos de defensa de una variedad resistente
de banano, como lo es calcutta 4, dentro de los genes se encontraron cuatro genes con
homologia con potenciales efectores, uno de ellos es un homoélogo de glutaminasa, un
homdlogo de una Serine/threonine-protein quinasa, una oxigenasa del tipo Oxoglutarate
iron-dependent y una proteina asociada a el transporte retrogrado endosomal (Resultados

no mostrados).
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Figura 3-2: A. Analisis de componentes principales de los datos del microarreglo.

Componentes principales (PCs) 1y 2 para 32.1y 24.7 % de la varianza, respectivamente.

Rojo, Pseudocercospora fijiensis 0 HPI; Amarillo, Pseudocercospora fijiensis 24 HPI;

Verde, Pseudocercospora fijiensis 72 HPI; Azul, Pseudocercospora fijiensis 144 HPI. B.

diagrama de Venn para el andlisis de los genes diferencialmente expresados en los 4

tiempos post infeccion, en la que se puede observar la cantidad de genes expresados en

varios tiempos simultdneamente. C. Heatmap de los genes diferencialmente expresados

en los 4 tiempos posinfeccion.
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3.3.2 Anotacion funcional y clasificacion

De las 731 secuencias identificadas con expresién diferencial, se encontré que en un total
de 337 se presentaron resultados de Blast y 347 fueron identificadas con anotacién
funcional (Figura 3-3A). En la busqueda de dominios a través de INTERPROSCAN, del
total de genes diferenciales de Pseudocercospora fijiensis durante la interaccion
incompatible, 526 presentan algin dominio caracteristico (Figura 3-3B) (Anexo 1); de estas
secuencias con resultado por INTERPROSCAN de genes con resultados en in
detalladamente el 42,33 % corresponde a dominios (309), el 24,11 % a familias (176), 0,41
sitios activos (3), 0,41 para repeticiones de dominios (3) y un 0,27 % para binding sites (2)
(Figura 3-4).

Figura 3-3: Resultados cuantitativos del andlisis por BLAST2GO de los genes
diferencialmente expresados identificados mediante la técnica de microarreglos en la

interaccion Musa acuminata — Pseudocercospora fijiensis. A. Blast; B. Interproscan.
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Figura 3-4: Distribucién de los resultados cuantitativos por grupos del analisis por
INTERPROSCAN en el programa BLAST2GO de los genes diferencialmente expresados
identificados mediante la técnica de microarreglos en la interaccion Musa acuminata—

Pseudocercospora fijiensis.

.. Binding_site
Active_site 0,27%
0,41%

Repeat
0,41%

La distribucién en los diferentes tipos de familias dominios dio como resultado que de los
genes diferencialmente expresados, la categoria mas abundante es la correspondiente a
genes unintegrated, seguidos de la familia del Citocromo P450 con 59 secuencias, este
grupo de hemoproteinas han sido reportadas ampliamente en todos los grupos de seres
vivos (Valencia-Quintana et al 2009), y para el caso particular de los hongos se han
reportado casos en Nectria haematococca en el que proteinas de esta familia estan
relacionadas con la evasion de fitoalexinas de defensa en plantas (Valencia-Quintana et al
2009) y en otros casos se han reportado como claves en la resistencia a los triazoles
(inhibidores de la demetilacion del eburicol que es el sustrato de la enzima Cisa demetilasa
del citocromo P450 en la ruta metabdlica de la sintesis de ergosterol en la membrana (Kuck
y Vors, 2007), ademas de ello se han sugerido diferentes mecanismos de resistencia para
los DMI como la pérdida de afinidad en el citocromo P450,4,DM, defectos en el citocromo
P450:.DM (Vicente 2006). Dentro de los genes diferencialmente expresados para esta
familia llama la atencion y es de interés la expresion tardia del gen CYP51A reportado por
Canas-Gutiérrez et al en 2009, en el tiempo de 144 HPI (Figura 3-5).
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Figura 3-5: Perfil de expresion del gen CYP51A de Pseudocercospora fijiensis durante la
infeccion de plantas de Musa acuminata var. Calcutta 4 a diferentes tiempos de infeccién.
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3.3.3 Identificacion de genes asociados con el desarrollo de P.
fijiensis

El analisis mediante Blast2Go, ademas de permitir la identificacion de dominios
caracteristicos de familias génicas, permite la identificacién por GenOntology de probables
genes con funciones conocidas. En este proceso de los 726 genes diferencialmente
expresados durante la interaccion incompatible con tendencia la sobreexpresion tardia, se
identificaron ocho posibles genes asociados con funciones como el desarrollo de
ascosporas, desarrollo de pared celular, desarrollo de micelio y un gen asociado con
patogénesis (Tabla 3-2).

Tabla 3-2: Genes asociados con el desarrollo del Pseudocercospora fijiensis identificados

mediante microarreglos con expresién diferencial.

FUNCION CANTIDAD GENES COD.
Desarrollo Ascosporas 1 Gen MF-DASCO01
Pared Celular 2 Gen MF-DPCELO001

Gen MF-DPCEL002
Desarrollo de Micelio 4 Gen MF-DMCO001
Gen MF-DMCO002
Gen MF-DMCO003
Gen MF-DMCO004
Patogénesis 1 Gen MF-PATO001
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3.4 DISCUSION DE RESULTADOS

Las SSPs son proteinas pequefias con menos de 200 aminoacidos y mas de cuatro
residuos de cisteina, ademas de la presencia de un péptido sefial, han sido reportadas en
varios patosistemas, con funciones variables desempefiando papeles importantes en las
interacciones entre plantas y hongos como factores de virulencia muy comunes (Rep,
2005)

Entre los genes sub-expresados se encontré uno similar a glutaminasa-like, cuyo producto
génico ha sido reportado como efector importante en el hongo dimorfico Ustilago maydis,
junto a las proteinas disulphido Isomerasa y a una hidrolasa, se han encontrado sobre-
expresadas después de la transicion dimorfica y hasta el crecimiento filamentoso durante
el desarrollo patogénico, ocurriendo esto por medio estimulaciéon de la proteina de unién
al GTP Racl (Bohmer et al. 2007; Bhadauria et al 2010). Estas proteinas han sido
asociadas como activadores moleculares de diversos procesos, incluyendo la sefializacion
celular, el tréfico vesicular y la organizacion del citoesqueleto. La sobreexpresion de estas
proteinas se ha vinculado con el incremento de componentes necesarios para la
construccion de la pared celular de las hifas (Mahlert et al., 2006). Este fenébmeno podria
estar directamente relacionado con interacciones compatibles. En el caso de
incompatibilidad, los mecanismos de resistencia en Calcutta 4 podrian bloquear la
expresion del gen glutaminasa-like. Esto podria limitar la estimulacion de Racl y, por
consiguiente, restringir el desarrollo de P. fijiensis, inhibiendo su crecimiento hifal
adecuado.De manera conveniente se ha reportado que otro gen, codificante de una
Serine/threonine-protein quinasa, tipo diverso de proteinas asociadas y dentro de ellas se
han encontrado en el hongo filamentoso dimorfico Neurospora crassa, relacionadas con la
regulacion del crecimiento polarizado hifal, en el desarrollo sexual y asexual y en la
interaccién de células femeninas y masculinas en durante el apareamiento (Park, G. 2011);
de esta manera se podria postular la idea de que en interaccion incompatible Musa - P.
fijiensis en la variedad Calcutta 4 se genera dentro de su respuesta, ademas de activar la
respuesta hipersensible, se generan una serie de posibles factores de avirulencia que
estén inhibiendo el desarrollo del patégeno por dos mecanismos, uno basado en la accion

sinérgica de quitinasas y glucanasas en los primeros momentos de infeccion
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contrarrestando el desarrollo del patégeno (Boller 1985; Torres et al 2012), y otro segundo
mecanismo que estaria basado en la inhibicion sistematica de proteinas dedicadas al
desarrollo de nuevo micelio y restringiendo la reproduccién del hongo y limitando la

propagacion de la enfermedad en el tejido foliar.

3.5 Conclusiones

Se pudieron determinar un total de 12 SSPs potenciales, los cuales podrian ser
considerados como genes candidatos de importancia en los procesos de virulencia y
patogenicidad de P. fijiensis. Adicionalmente se encontraron 7 genes candidatos asociados
a los procesos de biogénesis de ascosporas, desarrollo de la pared celular y patogénesis,
siendo claves a la hora de comprender la interaccion Musa - P. fijiensis, ya que ademas
de encontrar genes asociados con la induccion de muerte celular programada y con la
activacion de respuesta hipersensible, se encontré6 que otra estrategia puede estar
fundamentada en la inhibiciébn de rutas de sefialamiento dirigidas hacia la sintesis de
compuestos necesarios, para el desarrollo de las paredes celulares hifales. Ademas, se
encontré una sobreexpresion tardia del gen CYP51A, gen importante en la resistencia de
P. fijiensis a fungicidas azolicos. Es de vital importancia continuar con la evaluacion de la
funcionalidad de estos genes candidatos ya sea mediante el silenciamiento de estos genes
o mediante la produccién de nocauts para estos genes y de esta manera confirmar su
utilidad como blancos de control del patdgeno que permitan el desarrollo de nuevas

moléculas inhibidoras de las proteinas codificadas a partir de estos genes blanco.
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4.Capitulo 4. Evaluacion funcional
de genes codificantes para
proteinas secretadas
relacionadas con la patogenesis
en Pseudocercospora fijiensis

4.1 INTRODUCCION

La Sigatoka negra, causada por el hongo Pseudocercospora fijiensis, es una de las
principales enfermedades que afectan a los cultivos de banano y platano en todo el mundo
(Ploetz, R. 2000; Churchill A.C. 2011). A pesar de los esfuerzos realizados en el control de
la enfermedad, esta sigue siendo una amenaza significativa para la producciéon de banano
y representa un desafio constante para los agricultores y la industria. La comprension de
los mecanismos moleculares que subyacen a la patogenicidad de P. fijiensis es esencial
para el desarrollo de estrategias de control mas efectivas y sostenibles. En este sentido,
el estudio de los genes de patogenicidad se ha convertido en un area de investigacion

fundamental para abordar este problema (Weld et al. 2006).

Los estudios de genética en P. fijiensis han permitido identificar y caracterizar diversos
genes relacionados con su patogenicidad y virulencia (Noar & Daub 2016a, Rodriguez et
al. 2016; Noar & Daub 2016b). Se ha descubierto que varios genes codifican enzimas clave
involucradas en la degradacién de la pared celular de la planta huésped, lo que facilita la
entrada del hongo en los tejidos vegetales (Stergiopoulos et al. 2010; Kantun-Moreno et
al. 2013; Rodriguez-Garcia et al. 2016). También se han identificado genes que codifican
toxinas y proteinas que suprimen las defensas del huésped, permitiendo que el patégeno
evite la respuesta inmune y se establezca con éxito (Portal et al. 2011). Estos hallazgos
han proporcionado informacion valiosa sobre los mecanismos moleculares que P. fijiensis

emplea para colonizar y causar dafio en las plantas, lo que puede abrir nuevas
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oportunidades para desarrollar medidas de control dirigidas especificamente a estos genes
y proteinas.

La genética funcional ha desempefiado un papel fundamental en la comprensiéon de la
biologia de los organismos, y en patrticular, en el estudio de hongos, uno de los grupos
mas diversos en todos los seres vivos (Weld et al. 2006; Meyer V. 2008). Por lo tanto, el
estudio de la funcién de los genes en hongos mediante la generacion de nocauts se ha
convertido en una estrategia poderosa y esencial para descubrir las funciones especificas
de los genes y su impacto en la biologia fungica. El enfoque principal de esta investigacion
se centra en la generacion de nocauts de P. fijiensis mediante la transformacion fungica
mediada por Agrobacterium tumefaciens, una técnica que permite interrumpir o eliminar
especificamente la funcion de un gen en un organismo. La generacién de nocauts en
hongos plantea desafios uUnicos debido a su variabilidad morfoldgica, diversidad
reproductiva y complejidad genética. Por lo tanto, se deben adaptar cuidadosamente estas
estrategias a cada especie flngica particular para obtener resultados confiables y
significativos.

Ademas, la comprension de los mecanismos de patogenicidad en hongos patégenos
puede allanar el camino para el desarrollo de estrategias de control mas eficientes y
sostenibles para proteger los cultivos y la salud humana. El conocimiento adquirido a través
de esta investigacion sera fundamental para abordar los desafios globales relacionados

con la sostenibilidad, la salud y la seguridad alimentaria en un mundo en constante cambio.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Construccion de vectores de transformacion para M.
fijiensis
Para el andlisis de funcionalidad de los genes que han sido planteados como candidatos

importantes en el proceso de patogenicidad, es necesario el desarrollo de organismos con

variantes anomalas del gene (nocauts). La modificacion en el microorganismo se da por
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la insercién de material genético exdégeno mediante el uso de Agrobacterium tumefaciens,
microorganismo empleado en el desarrollo de plantas genéticamente modificadas y del
cual se ha demostrado efecto similar sobre hongos filamentosos). Para la construccion de
los vectores de transformacion se empled el sistema de clonacion MultiSite Gateway® Pro
Plus (Life Technologies), este sistema difiere de los sistemas convencionales que emplean
enzimas de restriccion en que la clonacion se basa en la recombinacion sitio especifica del
fago lambda. El vector de trasformacion contiene dos regiones de mil pares de bases
flanqueantes a la region codificante del gene de interés, entre las dos regiones se
encuentra un casete que otorga resistencia a higromicina y un gene de expresion de

proteina verde fluorescente (GFP) (Figura 4-1).

Figura 4-1: Estructura general del casete de transferencia para el desarrollo de nocauts

de "P. fijiensis

Regién Region
LB Gen GFP

flanqueante 1 flanqueante 2

| 1000pb | 1000pb |

El casete que confiere resistencia a higromicina y que expresa la GFP fue obtenido en
cooperacion con la Universidad de Wageningen en el vector denominado pDONR 221
GFP-HYG,; estos genes se encuentran flanqueados por las secuencias attL1 y attL2 (Figura
4-2), secuencias de reconocimiento para la clonacién por recombinacién, pero que difieren
del sistemas Gateway Pro, por esta razén se hizo necesario modificar por los extremos
attL4 y attL3, esto se hizo mediante el disefio de primers especificos adaptados en sus
extremos 3” con la secuencia de los extremos, el disefio de estos primers se llevé a cabo

por medio del software online Primer3Plus (Tabla 4-1).
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Figura 4-2: Diagrama esquematico del vector pDONR 221 GFP-HYG.
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Tabla 4-1: Primers disefiados para el reemplazo de los extremos attL1 y attL2 por los
extremos attL4 y attL3.

Primer Forward (Pro-Hyggfp-FOR) Primer Reverse (Pro-Hyggfp-REV)
5- GGG GAC AAC TTT TCT ATA CAA AGT TGT AGG | 5-GGG GACAACTTT ATT ATACAAAGT TGT TGG AGC
TAC CGG GCC CCC CCT CGAGGT CGA -3 TCC ACC GCG GTG GCG GCC GCT CTA-3

Posteriormente se realiz6 la amplificacion por PCR del casete contenedor de los genes
GFP y de resistencia a higromicina con los primers anteriormente descritos y empleando
una DNA polimerasa de alta eficiencia (Platinum® Taq DNA Polimerasa - Invitrogen™). El
programa de amplificacién fue como se describe a continuacién: desnaturalizacion inicial
a 95°C por 1 minuto, seguido de 15 ciclos que inician con una desnaturalizacién por 30
segundos, anillamiento de primers a 65°C por 30 segundos y una extensién a 72°C por
tres minutos; finalmente se hace una extension a 72°C por 10 minutos y finalmente se

visualizo el producto en un gel de agarosa al 1% (Figura 4-3).
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Figura 4-3: Amplificaciéon por PCR del casete contenedor del gene de resistencia a
higromicina y de expresion de GFP para su uso en el sistema de clonacion MultiSite

Gateway® Pro Plus.

4.2.1.1 Clonacion de secuencias flanqueantes

Paralelamente se realiz6 la clonacién de los vectores portadores de las regiones
flanqueantes del gene de interés. Estos vectores estan denominados como pDONR 221
P1-P4 y pDONR 221 P3-P2 (Figura 4-4A). Estos vectores solo pueden ser clonados en la
cepa de E. coli con caracteristicas de ccdBsurvivor, el cual le permite sobrevivir en
presencia del gene letal ccdB. La transformacién bacteriana de E. coli se realiz6 por
choque térmico, proceso que requirié de la bacteria electrocompetente tratada con cloruro
de calcio. Un volumen de 50 microlitros de bacteria E. coli electrocompetente fue mezclada
con 3 microlitros del plasmido y puesta en hielo por media hora y posteriormente incubada
por 40 segundos a 42°C, tiempo después se transfirié el tubo a hielo por 5 minutos, seguido
a la adicién de 250 ml de medio SOC y puestos en incubacién a 37°C por 1 hora.
Finalmente, las bacterias son plateadas en medio LB s6lido suplementado con kanamicina
(50mg/L) por 24 horas, hasta la formacion de colonias (Figura 4-4B). Se logré realizar la
clonacion de los vectores necesarios y con ellos se puede realizar la insercion de las

secuencias de interés.
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Adicionalmente a la amplificacion del casete GFP-HYG con los terminales attL4 y attL3, se
procedié al disefio de primers especificos para las regiones flanqueantes de los genes
codificantes para la Scytalon deshidratasa y la SSP 85220 (Tabla 4-2), que contienen las
secuencias de reconocimiento attL1, attL4, attL3 y attL2, necesarios para la construccion

de los vectores finales de transformacion.

Figura 4-4. A. esquema de los vectores de clonacion de kit MultiSite Gateway® Pro

Plus clonados en E. coli; B. resultado de la transformacion bacteriana de E. coli con los

vectores de clonacion para el kit MultiSite Gateway® Pro Plus.
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Tabla 4-2: Primers disefiados para la clonacion de las regiones flanqueantes de los genes
codificantes de la Scytalon deshidratasa y la SSP 85220.

PRIMERS CLONACION GATEWAY

MF85520L-For 5- GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT AGC ATT GCT GAC GGT CAT TC -3

MF85520L-Rev 5- GGG GAC AAC TTT GTA TAG AAA AGT TGG GTG GGT GTG TCG GAG GAT GAA GT -3

MF85520R-For 5- GGG GAC AAC TTT GTA TAA TAA AGT TGT AAC TAC ACT ACA CTA CGT CTG GAG GAA -3

MF85520R-Rev 5- GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTT GCG CCT TCT GAT CAAGAC C -3

MFSDL-For 5- GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT AAG ACT GTC GAG TAATAC AGT TGG A -3

MFSDL-Rev 5- GGG GAC AAC TTT GTA TAG AAA AGT TGG GTG GCG GTA GTC TGT GGT GAT GT-3

MFSDR-For 5- GGG GAC AAC TTT GTA TAA TAA AGT TGT ACA AAT CAACCC AGC TTT TCG-3

MFSDR-Rev 5- GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAAAGC TGG GTT TTC GTG AGC AGA GAG AAG CA -3

Con el casete GFP-HYG previamente amplificado se procedio a realizar la clonacion en el
vector pDONR 221 P4-P3. Dicha clonacion se realizO6 mediante una reaccion de
recombinacion BP, la cual emplea a la enzima Clonasa BP Il y una incubacion a 25°C por
una hora. Posteriormente se llevo a cabo la transformacion de E. coli por medio de choque
térmico, repitiendo el procedimiento mencionado con anterioridad. El sistema de clonacién
permite seleccionar las colonias transformadas facilmente, ya que son las Unicas que
crecen en el medio PDA suplementado con kanamicina, debido a la pérdida del efecto del
gene letal ccdB, la transformacion fue positiva y se obtuvo un gran nimero de colonias
(Figura 4-5), que deben ser confirmadas por digestion con enzimas de restriccion y PCR
con primers especificos para los genes HYG y GFP (Figura 4-6). Para confirmar mediante
PCR se hizo necesario realizar la extraccion de ADN plasmidico de las colonias de E. coli
transformadas. Para ello se cumplié con el protocolo de mini preparacion de plasmidos,
gue consiste en el tratamiento con SDS y NaOH, el cual rompe las células bacterianas;
luego con la adicién del acetato de potasio se cierra covalentemente el DNA plasmidico,
mientras que el DNA cromosomal y las proteinas son atrapadas en un complejo formado
entre el potasio y el SDS, de modo que estas se precipitan y el DNA plasmidico queda en

el sobrenadante.
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Figura 4-5: Resultados de la clonacion del casete GFP-HYG previamente amplificado en
el vector pDONR 221 P4-P3

Figura 4-6: A. Primers disefiado para la confirmacion del casete GFP-HYG en el vector
pDONR 221 P4-P3. B. Diagrama de ubicacion de los primers de confirmacion del casete
GFP-HYG.
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Con los tres vectores generados por recombinacion mediante Gateway: pPGW-GFP-HYG,
pPGW-GFP-HYG-85220 y pPGW-GFP-HYG-SD, se procedi6 con la transformacién
bacteriana de E. coli mediante choque térmico, obteniéndose colonias transformadas para
los tres vectores (Figura 4-7), posteriormente se realizé la extraccion del ADN plasmidico
de estas colonias bacterianas (Figura 4-8), se obtuvo material de buena calidad que fue
empleado para su confirmacion por PCR empleando los primer GFP, HYG y M13.

4.2.2 Desarrollo de nocauts de P. fijiensis para genes

relacionados con la patogenicidad

Con el fin de determinar la funcionalidad de los genes que han sido determinados mediante
los analisis preliminares (secuenciacién de genes y analisis de seleccion molecular) se
adelantan ensayos que permitan la generacién de nocauts de P. fijiensis. La metodologia
empleada consiste en la transferencia genética de una version anémala de un gen de
interés, la cual sera integrada al genoma del hongo por recombinacion homoéloga; la
version an6mala es insertada por medio de Agrobacterium tumefacienciens,
microorganismo que ha sido ampliamente usado en la transformacion genética de plantas.
Los ensayos que se han adelantado han sido realizados con los vectores generados

anteriormente (Tabla 4-3)

Tabla 4-3: Vectores generados que han sido empleados en los ensayos de generacion
de nocauts de P. fijiensis.

Vectores

pPGW-GFP-HYG
pPGW-GFP-HYG-85220

pPGW-GFP-HYG-SD
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Figura 4-7: Colonias bacterianas transformadas con los vectores de transformacion para
P. fijiensis.

Figura 4-8: Extraccion de ADN plasmidico de bacterias transformadas.
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Para el primer ensayo se emple6 el método suministrado por el Dr. Rafael Arango. Segun
este método, las cepas de Agrobacterium transformadas con los vectores de interés fueron
cultivadas en medio PDA solido suplementado con Rifampicina (50 mg/L) y
Espectinomicina (100 mg/L) a 28 °C por 48 horas, posteriormente se tomé una colonia y
se repicod en medio LB liquido suplementado con Rifampicina y espectinomicina en las
concentraciones anteriormente indicadas por 48 horas a 28°C y a 200 rpm en una
incubadora orbital. Luego de la incubacion el cultivo fue centrifugado a 2800 rpm por 12
minutos y el medio de cultivo fue retirado; se adicionaron 20 ml de medio minimo (MM)
suplementado con los antibiéticos de seleccion y se permiti6 nuevamente una incubacion
por 40 horas a 28°C y a 200 rpm. Al dia siguiente se realiz6 un raspado superficial con un
pincel de cerdas finas en cultivos de P. fijiensis de no mas de 14 dias de sembrado. El
micelio fue resuspendido en medio de induccién (IM) para luego ser filtrado por dos

membranas de gasa estéril.

El filtrado fue puesto en incubacién por 24 horas a 28°C y a 150 rpm; tiempo después, se
retir6 de la incubadora y se prepar6 para el co-cultivo. El cultivo de A. tumefaciens que
habia sido puesto dos dias atras fue cuantificado hasta ajustar una ODeggo de 0.15, la
concentracion se ajusté con medio IM. Posteriormente, el cultivo fue puesto en incubacion
hasta obtener una ODggo de 0.3; posteriormente, se mezclaron el cultivo de Agrobacterium
y la suspensién miceliar en una proporcion 1:1 vol/vol. La mezcla se puso en el vortex por
40 segundos, la solucién resultante fue plateada en membranas de nylon, puestas en cajas
de medio IM sdélido sin suplementacién, en oscuridad por 48 horas a 28 °C. Luego, las
membranas fueron transferidas a cajas de Petri con medio PDA suplementado con
Higromicina (50 mg/L) y cefotaxime (200 mg/L). El resultado fue evaluado luego de 15y

30 dias (Figura 4-9). Las colonias regenerantes fueron transferidas a medio PDA
suplementado con Higromicina y posterior a 10 dias de crecimiento fueron observados en
el microscopio de fluorescencia Microscopio Fluorescencia Zeiss Axioplan 2 Imaging MOT
y confirmados por PCR, para ello se extrajo ADN gendmico de todos los eventos de
transformacién obtenidos para los dos genes mediante la metodologia de extraccién
directa, la que consiste en macerar 50mg de micelio en 50 microlitros de agua ultrapura,
para posteriormente centrifugar a 12.000 rpm por 1 minuto, para las reacciones de PCR

se tomaron 3 microlitros del sobrenadante por reaccion. Se procedié a realizar la
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amplificaciéon por PCR con los primers 85220-conf y SD-conf, con el programa de
amplificacion tal y como se describe a continuacion: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos que inician con una desnaturalizacion por 30° segundos,
anillamiento de primers a 62°C por 30 segundos y una extension a 72°C por un minuto;
finalmente se hace una extensién a 72°C por 10 minutos, los resultados de la amplificacion
fueron visualizados en geles de agarosa al 1% empleando GelRed como agente
intercalante;

Figura 4-9: Proceso de generacion de nocauts de P. fijiensis. A. Inoculo de A. tumefaciens;

B. Suspension miceliar; C. Co-cultivo; D. Regeneracion.

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Confirmacioéon de colonias transformadas

Con las primeras colonias obtenidas a partir de la transformacién con los vectores
modificados, la extraccion permitié la obtencion de buena cantidad de ADN plasmidico de
todas las colonias evaluadas (Figura 4-10). Posteriormente se confirmé por medio del corte
con enzimas de restriccion, generando fragmentos de 319 y 1425 pb (Figura 4-11).
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Figura 4-10: Observacion en gel de agarosa al 1% del ADN plasmidico de las colonias de
E. coli transformadas con el vector pDONR 221 HYG-GFP PRO.

ADN
Plasmidico

Figura 4-11: Confirmacién por enzimas de restriccion (Notl y Alul) de ADN plasmidico.
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4.3.2 Ensayo de nocauts de P. fijiensis para los genes 85220 y

Scytalone deshidratasa

Con estos vectores se dio la trasformacion mediante Agrobacterium tumefaciens del
aislamiento C86, de esta transformacion se obtuvieron 296 eventos de transformacion en
total para los dos genes, 152 para el gen SD y 144 para el gen 85220 (Figura 4-12). Estos
eventos de transformacién fueron transferidos a medio PDA fresco suplementado con
higromicina (50mg/L) y observados mediante microscopia de fluorescencia para conocer

la expresion del gen reportero codificante para proteina verde fluorescente (Figura 4-13).
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Figura 4-12: Resultados de la transformacion de P. fijiensis para la obtencién de nocauts
para los genes SD y 85220.
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Figura 4-13: Observaciones en microscopio de fluorescencia de los eventos de
transformacion obtenidos en la generacién de nocauts de P. fijiensis para los genes SD y
85220.
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En la evaluacion de los caracteres morfologicos se encontré que para el caso del posible
nocaut para el gen SD, se presentaba una disminucién en la tonalidad de la colonia, esto
debido a la participacién del gen codificante para la Scytalon deshidratasa en la ruta
biosintética de la melanina (Kubo et al. 1996; Kihara et al. 2004; Steiner & Oerke, 2007),
pigmento caracteristico de hongos y relacionado con el grado de virulencia en algunos

hongos como Bipolaris oryzae y Colletotrichum lagenarium (Kubo et al. 1996; Kihara et al.
2004).

4.3.3 Confirmacién por PCR de los nocauts de P. fijiensis

La expresion de la proteina de verde fluorescente es garantia de éxito en el proceso de
insercién del casete en el genoma de P. fijiensis, pero no asegura que dicha insercion sea
especifica en la posicion del gen deseado, por ello se disefiaron cebadores especificos
para confirmar mediante PCR la insercidn en el gen blanco, para ello las secuencias son
obtenidas mediante el ensamble del fragmento potencialmente insertado con las regiones
flanqueantes del gen noqueado). se obtuvieron cuatro eventos positivos para el gen SD y
1 evento para el gen 85220 (Figura 4-14), resumiéndose en una eficiencia de
transformacion del 2,6 y 0,7 % respectivamente (Figura 4-15).

Figura 4-14: Resultados obtenidos en la confirmacién por PCR de la insercion correcta y
generacion de nocauts de P. fijiensis para los genes SD y 85220.

8 9 10 11 12 13

DR LU LR

=

14 15 16 17 18 19 20

ettt
reeeumer!

sD | 85220




78 | Andlisis genémico y transcriptomico de la interaccion Musa-Mycosphaerella fijiensis |

Figura 4-15: Resumen de los resultados obtenidos en la confirmacion por PCR para los
genes SD y 85220.

SD 85220
Regeneradas 152 144
% Transf 2,6 0,7
Sobrevivientes 148 98
% Transf 2,7 1,0

La baja eficiencia de transformacién para la generacion de nocauts es un problema
recurrente en hongos, debido a la inespecificidad de insercion del sistema mediado por
Agrobacterium tumefaciens (Shao et al. 2015), problema que también es considerable en
plantas y otros hospederos de A. tumefaciens, la adicibn de secuencias homologas
flanqueantes puede mejorar de manera considerable la especificidad, pero para este
estudio no fue posible evidenciarlo, adicionalmente no fue posible evaluar la expresion
génica de las versiones noqueadas, debido a una baja tasa de sobrevivencia de los hongos
obtenidos (0 %), una posible explicacion es que para los nocauts del gen 85220, no es
posible determinar su funcion, ya que hasta este momento no hay reportes de homologia
funcional no estructural en ningun otro organismo y no es posible determinar la importancia

vital de este gen dentro de P. fijiensis.
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4.1Conclusiones

La genética funcional ha sido fundamental para comprender la biologia de los organismos,
especialmente en hongos. La generacibn de nocauts de P. fijiensis mediante
transformacién mediada por Agrobacterium tumefaciens es una estrategia poderosa y
esencial para descubrir funciones especificas de los genes y su impacto en la biologia del
hongo. Sin embargo, la eficiencia de transformacién sigue siendo un desafio debido a la
inespecificidad de insercién del sistema. A pesar de las dificultades, la generacién de
nocauts de P. fijiensis para genes relacionados con la patogenicidad podria abrir nuevas
oportunidades para comprender mejor la biologia del hongo y desarrollar estrategias de
control mas eficientes, este trabajo es uno de los primeros en el mundo empleando esta
metodologia sobre P. fijiensis con resultados positivos de transformacién todavia se debe
mejorar la metodologia para asi mejor los indices de transformacion y supervivencia de los

aislamientos obtenidos.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se encontraron diferencias significativas en el tamafio de los genomas de los
aislamientos de P. fijiensis secuenciados, asociadas con la abundancia de regiones
altamente repetitivas, fenomeno reportado en otros hongos ascomicetos, sin
afectar la cantidad de SSPs y proteinas secretadas demostrando la conservacion

de los mecanismos de patogenicidad.

Se evidencia una separacion clara del origen filogenético de los aislamientos de las
dos principales zonas productoras de banano en Colombia, Uraba con relaciéon con
aislamientos de Centroamérica y Suramérica; Santa Marta con relacion con
aislamientos de Africa, Oceania y Asia, desmontando el efecto de las acciones
humanas sobre el efecto fundador y una influencia directa del el flujo del material

vegetal entre regiones productoras.

Se encontraron genes que pueden ser importantes en el proceso infectivo del
hongo sobre plantas de banano, genes como las proteinas secretadas (SSPs),
genes asociados con la sintesis de la melanina, proteasas secretadas, hidrolasas
e hidrofobinas; estos genes pueden ser empleados en posteriores estudios

funcionales y de mejoramiento genético de variedades comerciales de banano.
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La metodologia de disrupcion génica mediante Agrobacterium tumefaciens puede
llegar a ser util para la evaluacién funcional de genes en hongo, pero su baja
eficiencia hace necesario el desarrollo de metodologia que empleen sistema de

edicién génica.

5.2 Recomendaciones

Es importante avanzar con el estudio de otros grupos especificos de genes, ya que en el
presente trabajo solo se evaluaron proteinas SSP y otras especificas, todavia se pueden
andlisis proteinas asociadas con fitness, metabolismo primario, secundario, receptores de

membrana y otros genes funcionales.

Se debe mejorar la calidad del ensamble de los genomas, esto se puede realizar mediante
el enriquecimiento de las presentes secuencias con otras obtenidas por técnicas de
secuenciacion de reads largos, como PacBio y Oxford Nanopore, para la determinacion
exacta de tamafio del genoma y en la comprension “precisa de su estructura, permitiendo

gue estos genomas puedan ser considerados genomas de referencia.

Se requiere de el establecimiento de una metodologia precisa para la secuenciacién del
transcriptoma de P. fijiensis durante la infeccion de plantas de banano, aunque se han
realizado trabajos previos, sus resultados no son reproducibles ni precisos, debido a la

inexactitud en las cantidades de materia genético del hongo en las muestras procesadas.

Se considera la evaluacion de otras metodologias de disrupcién génica para la evaluacion
funcional de genes en P. fijiensis, ya que el método basado en recombinacion homologa
es poco eficiente, por lo que se deben realizar ensayos con plataformas méas especificas
como CRISPR-CAS.
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A. Anexo: Estadisticas finales de los
ensambles gendmicos de aislamientos
del complejo Sigatoka.
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St fr origiral asembly 00assemblyfa:
[Total length: 68948349 6890728 883058 73394148 71823328 TT47539 55924653 68824792 75198913 70464155 78514257 30427840 44592395 68571403 71958732 1376631 70109798 59551912 67745916 67532824 73844683 70312268 58997 70532380 69856087 75135233 69551074
INumber of sequences: 6077 7886 15343 11756 5564 7992 911 738 819 4405 713 3694 353 11082 9877 7482 9867 9175 4533 3693 9564 7815 7263 8040 8 6508 5130
length: 1134579 873793 513788 624312 12908.58 966561 613815 931828 9002.72 1599640 1019269 1067348 1329925 618764 728548 967343 710548 649067 1494505 18286.71 min 8997.09 985584 877268 959298 11545.06 13557.71
|Length of longest sequence: 213161 29150 204456 28529 404974 254321 240687 11 157390 563789 31159 413 413484 205562 21144 30378 208461 26168 320350 575069 511571 342678 280859 272746 26219 436610 350563
= 47357,n=408 36590,n=487 22681,n=828 24%4,n=715 59548,n=336 42232, n=501 27670,n=521 43718,n=407  43254,n=395 72358,n=266 48135,n=413 79847,n=139 89933 n=139 29639,n=565  33426,n=551 44683,n=418 33014,n=535 27270,n=562 73253,n=261 89076,n=225 40145,n =451 ES) 468,n=412 39827,n=4  41360,n=84  64250,n=318  60066,n =322
IN60 = 34762,n=578 25837,n=712 13968,n=1273 16512,n=1076 45350,n=474 30431,n=T00 19325,n=764 31170,n=591  29854,n=605 53068,n=379 33679,n=608 59%03,n=197 64308,n=1%8 17%5,n=866  20787,n=821 30245,n=611 21103,n=797 18483,n=827 56475,n=368 68157,n=312 20216,n=612 59 32364,n=596 27115,n=60  2780L,n=638  45383,n=455  44810,n=456
INTO= 20688,n=823 15492,n=1053 7607,n=2041 9620,n=1663 30030,n=665 19150,n=1039 11119,n=1145 18756,n=875 18571,n=924 36598,n=537 22151,n=898 39963,n=279 40843 n=285 9532,n=1388 11879,n=1281 18087,n=924 12424,n=1228 10845,n=1247 35284,n=517 45498,n=432 15093 n=1034 19381,n=814 19543,n=885 16011,n=1029 17175,n=957 28560, n =660 9802, n =644
N80 = 12216,n=1237 8057,n=1677 3770,n=3533 5020,n=2728 15787,n=992 10723,n=1576 4882,n=1908 9768,n=1385 8766,n=1524 21507,n=787 11967,n=1377 20905,n=412 19546, n =439 4526,0=2454  6025,n=2145 9242,n=1488 5906,n=2057 5044,n=2058 19744,n=774 25472,n=630 6575,n=1796  8921,n=1347 10111,n=1401 8189,n=1651  9192,n=1516  13534,n=1034  16403,n=%1
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B. Anexo: Genomas, transcriptomas y
SSPs anotadas

Para verir a;

- Genomas:
https://drive.google.com/drive/folders/0B1cTtwejWhiQTGFOTFI5R|BDWFE?resou
rcekey=0-dM-YZJIxlv_akxSdP-GHkXQ&usp=drive link

- Transcriptomas:
https://drive.google.com/drive/folders/0B1cTtwejWhiQQzVIc3EzU19KQUU?resour
cekey=0-ydiVOAwegwXU3wJ4QUR4rQ&usp=drive link

- Secretomas: https://drive.google.com/drive/folders/0B-
9kg_J3UZhwMFA5VDJHV2ZzeWc?resourcekey=0-
06PvWOLQHmMDICEVXNyw9JA&usp=drive link



https://drive.google.com/drive/folders/0B1cTtwejWhiQTGFOTF95RjBDWFE?resourcekey=0-dM-YZJxIv_akxSdP-GHkXQ&usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/0B1cTtwejWhiQTGFOTF95RjBDWFE?resourcekey=0-dM-YZJxIv_akxSdP-GHkXQ&usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/0B1cTtwejWhiQQzVIc3EzU19KQUU?resourcekey=0-ydiVOAweqwXU3wJ4QUR4rQ&usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/0B1cTtwejWhiQQzVIc3EzU19KQUU?resourcekey=0-ydiVOAweqwXU3wJ4QUR4rQ&usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/0B-9kg_J3UZhwMFA5VDJHV2ZzeWc?resourcekey=0-g6PvvOLQHmDtCEVXNyw9JA&usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/0B-9kg_J3UZhwMFA5VDJHV2ZzeWc?resourcekey=0-g6PvvOLQHmDtCEVXNyw9JA&usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/0B-9kg_J3UZhwMFA5VDJHV2ZzeWc?resourcekey=0-g6PvvOLQHmDtCEVXNyw9JA&usp=drive_link

|88 | Andlisis gendmico y transcriptomico de la interaccién Musa-Mycosphaerella fijiensis |

C. Anexo: Diagramas de expresion de
las SSPs encontradas con expresion
diferencial en el microarreglo.
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D. Pipeline de analisis de genomas

Evaluacién de
ensambladores:
Enasamble
3 Ensamble de-novo .
Secuencias _ « Megahit _ | con SPAdes Correccion
Paired-End [~ 7| T, (oo "I Kmers: > REAPR
. IBDA 61,71,81y91
* GSA
== REPEATMODELER | =
Reduccion de gaps Scaffolding -
GAPFILLER SSPACE
= REPEATMASKER =

* Filtrado de mitocondriales

MAKER » + Comparacion Estadisticas

: Customs Scripts

| Augustus | | | GENEMARK

E:‘e’;‘:é::: —>| INTERPROSCAN |—>| Secretome |—> TargetP

| PANTHER ||Sigr'\aIP|| TMHMM |

Filtrado:

Vi de 4 citoine | predGPl | | WolfPSORT
Mas de 4 cisteinas predGPl WolfPSORT

Customs Scripts




