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RESUMEN

El hongo fitopatdgeno Claviceps paspali es el agente causal de la “enfermedad azucarada”
en Paspalum spp. y presenta una amenaza para la comercializaciéon de cultivares susceptibles de
gran potencial forrajero como es el caso de P. dilatatum cv 'Estanzuela Chird’ (Chird). C. paspali
tiene una interaccion especifica con su hospedero en donde uUnicamente infecta el ovario de
inflorescencias inmaduras y la via de entrada son los estigmas receptivos donde no ocurrid la
polinizacién. A pesar de las implicancias econdémicas de la “enfermedad azucarada” en la
produccién forrajera, actualmente, no existen estudios de interaccion entre ninguna especie del
género Paspalum frente a C. paspali. Generar informacién sobre las interacciones en este
patosistema puede ayudar a formular aproximaciones para determinar medidas de control frente a

este patdgeno.

Para abordar el estudio del patosistema C. paspali-Chirt, esta tesis se dividio en dos
capitulos. En el primer capitulo, se analiz6 el patosistema mediante una aproximacion
bioinformatica. Primeramente, analizamos al hospedero mediante la secuenciacién de ARNm de
diferentes tejidos de Chird. Con estos se ensamblo de novo y se anoté funcionalmente el primer
transcriptoma de Chiru utilizando diferentes metodologias. Usando este ensamblado de novo como
referencia se analizaron los transcriptomas de estigmas-estilos (EE) de Chirl post-antesis sin
infectar, 1 y 4 dias post infeccion (dpi) con C. paspali. Con esto se busco examinar la respuesta del
hospedero durante estas primeras etapas de infeccién. Los resultados obtenidos demuestran una red
compleja de comunicacion, transduccion de sefiales y regulacién génica durante el inicio de la
infeccion, con un claro reconocimiento y respuesta de defensa primaria por parte de Chird a la
colonizacion con C. paspali. De todas formas, la persistencia de la infeccion demuestra que esta
respuesta es insuficiente, lo que podria reflejar procesos relacionados con la inhibicion de los
mecanismos de defensa por parte del hongo. Debido a la importancia del EE como via de entrada
para el hongo, también se realizd la determinacion de transcriptos especificos del EE post-antesis,
asi como también transcriptos diferencialmente expresados entre el EE pre y post-antesis. Para ello
se realizo la secuenciacion de ARNm de hojas en diferentes estados de maduracion, estambres post
antesis, y EE pre-antesis, para facilitar la identificacion de genes especificos del estigma-estilo
mediante la desestimacion de secuencias comunes a estos otros tejidos. Con este analisis se
identifico la presencia de familias de proteinas relacionadas con la patogénesis y otras proteinas
relacionadas con la defensa en los transcriptomas de este tejido. La polinizacion comparte
sorprendentes similitudes con la respuesta a la infeccién por hongos en términos de respuestas

bioldgicas.
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A esto se le sumo un analisis genomico y basado en ARN-seq del huésped C. paspali. Para
ello se anotd el genoma de referencia de C. paspali disponible en base de datos publicas, y se
identificO mediante andlisis de secuencia in silico la presencia de proteinas secretadas y posibles
factores de patogenicidad presentes en el genoma. También se identificO genes de C. paspali
expresados in planta durante la infeccion a Chirl en base a los datos de ARN-seq dual previamente
obtenidos de EE 1y 4 dpi. Se compar0 la expresion génica del patégeno C. paspali durante estos
puntos de la infeccion y se demostr6 la expresion de posibles efectores. Dentro de estos efectores
tanto a nivel de genoma como los expresados se encontrd un alto nimero sin anotacion funcional, y
sin homologia a secuencias conocidas, punto caracteristico de los efectores fungicos y que puede
estar relacionado a la especificidad que tiene el hongo con su hospedero. Ademas, se validaron
mediante RT-gPCR la expresion de cuatro proteinas secretadas, dando sustento a los datos
obtenidos mediante ARN-seq. En conclusion, en este capitulo, utilizando herramientas de analisis
de ARN-seq, predicciones in silico y analisis de secuencias por primera vez se aborda el
patosistema C. paspali-Chirl desde una aproximacion “Oémica”. Generada asi informacion de
relevancia que ayude a entender lo que ocurre en las primeras etapas de la infeccion de esta

interaccion compleja, especifica y compatible.

El segundo capitulo aborda el estudio del patosistema desde otro angulo, buscando aumentar
los conocimientos de diversidad genética de C. paspali en base a diferentes hospederos del género
Paspalum en Uruguay. Para ello, se realizd la primera caracterizacion genética de varios
aislamientos uruguayos de esta especie mediante el analisis de secuencias parciales de los genes que
codifican la segunda subunidad mas grande de la ARN polimerasa subunidad Il (RPB2), factor de
elongacion de traduccion 1-a (TEF1), B-tubulina (TUB2) y la subunidad nuc rDNA 28S (28S). La
diversidad se analizd6 mediante el analisis de ADN polimoérfico amplificado al azar (RAPD) y
presencia/ausencia de genes biosintéticos de alcaloides del Ergot y de indol-diterpenos. Se obtuvo
que existe una gran diversidad genética entre los aislamientos de C. paspali en Uruguay, asi como
la presencia de posibles nuevos linajes en la especie. En conclusion, se proporciona por primera vez
informacion sobre la diversidad genética y genotipica de C. paspali presente en P. dilatatum y
sugieren que los aislamientos de P. plicatulum podrian considerarse una subespecie ecoldgica o una

variante especializada de C. paspali.

Palabras clave: Ergot; interaccion planta-patdgeno; ARN-seq; diversidad genética;

filogenia;secretoma.



ABSTRACT

The plant pathogenic fungus Claviceps paspali is the causal agent of Ergot in Paspalum spp.
and it presents a threat to the commercialization of susceptible cultivars with great forage potential,
such as P. dilatatum cv 'Estanzuela Chird' (Chirt). C. paspali has a specific interaction with its host
where it only infects the ovary of immature inflorescences through the receptive stigmas where
pollination did not occur. Despite the economic implications of Ergot in forage production,
currently, there are no interaction studies between any species of the genus Paspalum against C.
paspali. Generating information on the interactions in this pathosystem can help formulate

approaches to determine control measures against this pathogen.

To address the C. paspali-Chir( pathosystem, this thesis was divided into two chapters. In
the first chapter, the Chiru-C. paspali pathosystem was analyzed using a bioinformatic approach.
Firstly, we analyzed the host by sequencing mMRNA from different Chird tissues. With these, the
first Chira transcriptome was de novo assembled using different methodologies and functionally
annotated. To examine the host response during early stages of infection we we analyzed three
tissues sequencing data (post-anthesis uninfected Chird stigma-style (SS) transcripts, and SS after 1
and 4 days post infection (dpi) with C. paspali), using the de novo assembly of ChirG as reference.
The results obtained demonstrate a complex network of communication, signal transduction and
gene regulation during the beginning of the infection in Chiru, with a clear recognition and primary
defense response to colonization with C. paspali. Persistence of the infection shows that response is
insufficient, which could reflect processes related to the inhibition of the defense mechanisms by
the fungus. Also, due to the importance of SS as a route of entry for the fungus, the determination of
specific transcripts of the SS post-anthesis was also performed, as well as differentially expressed
transcripts between the SS pre and post-anthesis. Sequencing of mMRNA from leaves in different
stages of maturation, post anthesis stamens, and pre-anthesis SS were performed, to facilitate the
identification of stigma-style-specific genes by rejecting sequences common to these other tissues.
This analysis identified the presence of families of proteins related to pathogenesis and other
defense-related proteins in the transcripts of this tissue. Pollination shares striking similarities with

the response to fungal infection in terms of biological responses.

Also, a comprehensive genomic, RNA-seq based analysis of C. paspali was performed. For
this, the reference genome of C. paspali available in public databases was annotated, and the
presence of secreted proteins and possible effectors were predicted by in silico sequence analysis.
C. paspali genes expressed during Chir infection were also identified based on the previously

obtained dual RNA-seq data from SS 1 and 4 dpi. The gene expression of the pathogen C. paspali
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during these infection points was compared and the expression of possible effectors was
demonstrated. Among these effectors, both at the genome and expressed level, a high number was
found without functional annotation, and without homology to known sequences. This may be
related to the specificity of the fungus with its host. In addition, the expression of four secreted
proteins were validated by RT-qPCR, supporting the data obtained using RNA-seq. In conclusion,
in this chapter, using and “omic” approach based on RNA-seq analysis, in silico predictions and
sequence analysis we generate relevant information to start to understand what happened in the

early stages of infection of this complex, specific and compatible interaction.

The second chapter is focused on increasing the knowledge of genetic diversity of C.
paspali in Uruguay. For this, the first genetic characterization of several Uruguayan isolates of this
species was carried out. Isolates were phylogenetically identified using partial sequences of genes
encoding the second largest subunit of RNA polymerase subunit Il (RPB2), translation elongation
factor 1-a (TEF1), B-tubulin (TUB2) and the nuc subunit 28S rDNA (28S). Diversity was analyzed
based on haplotype definition, random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis,
presence/absence of biosynthetic genes of the Ergot alkaloids and indole-diterpenes pathways. It
was demonstrated that there is a great diversity among C. paspali isolates in Uruguay, as well as the
presence of possible new lineages in the species as well as new alkaloid production genotypes. In
conclusion, information is provided for the first time on the genetic and genotypic diversity of C.
paspali present in P. dilatatum and suggest that P. plicatulum isolates could be considered an

ecological subspecies or a specialized variant of C. paspali.

Keywords: Ergot; plant-pathogen interaction, RNA-seq; genetic diversity, phylogeny;

secretome.
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1. INTRODUCCION
GENERAL



1.1.1.  Paspalum dilatatum

Paspalum dilatatum Poir, pata de gallina o pasto miel, es una graminea perteneciente al
grupo Dilatata del género Paspalum. Este género se encuentra dentro de la familia Poaceae,
subfamilia Panicoideae, tribu Paspaleae y comprende un alto nimero de especies, principalmente
de regiones tropicales y subtropicales del continente americano (Clayton y Renvoize, 1986).
Distintas revisiones taxondmicas para las especies de Paspalum en América del Sur estiman su
numero en aproximadamente 350-400 (Chase, 1929; Zuloaga y Morrone, 2005; Rua et al., 2010).
Su diversidad morfologica es amplia, siendo desde muy robustas, rastreras, estoloniferas o
rizomatosas, de hojas tiernas a muy duras. Es uno de los géneros de Paniceaes mas importantes
dentro del tapiz natural de Uruguay (Pizarro, 2002) y el género méas representativo del ecosistema
campo en Uruguay (Millot, Risso y Methol, 1987). La importancia del del género radica no sélo en
su abundancia de especies, sino también por su amplia distribucién, su relevancia en diversos
ecosistemas y fundamentalmente por el interés econémico que tienen muchas de sus especies (sobre
todo por su buena calidad como forrajeras) (Venuto et al., 2007). El grupo Dilatata es un complejo
de especies poliploides que comprende varias formas tetraploides sexuales y tetraploides
apomicticos, pentaploides, hexaploides y heptaploides (Speranza, 2009) que han sido clasificados
en varias categorias formales e informales. Cominmente se asignan tres especies al grupo ademas
de P. dilatatum: P. urvillei Steud., P. pauciciliatum Hert. y P. dasypleurum Kuntze ex Desv (Vaio
et al., 2007).

P. dilatatum es una especie nativa de Sudamérica originaria del &rea del noreste de
Argentina, Uruguay y sur de Brasil (Burson y Watson, 1995). Siete biotipos poliploides se han
identificado en esta especie basados en morfologia y distribucion (Tabla 1). Estos biotipos incluyen
alotetraploides sexuales (2n=4x=40) y alopenta- (2n=5x=50) y alohexaploides (2n=6x=60)
apomicticos (Burson, Correa y Potts, 1978; Burson, 1991; Burson, Voigt y Evers, 1991; Speranza,
2009).

Tanto las relaciones entre biotipos, como entre especies del grupo Dilatata, han sido
abordadas desde un punto de vista citogenético, en donde se determind, que existen tres formulas
genomicas para P. dilatatum: 113J, 11JJX y 11JJXX (Bashaw y Holt, 1958; Fernandes-Moraes,
Barreto y Salzano, 1968; Burson y Bennett, 1971; Burson, Lee y Bennet, 1973; Burson, 1991, 1995;

Burson, Voigt y Evers, 1991; Burson y Quarin, 1992). También se ha abordado estas relaciones



utilizando marcadores moleculares como RAPDS, AFLPs y microsatélites (Casa et al., 2002;
Speranza, 2005, 2009; Miz y De Souza-Chies, 2006; Souza-Chies et al., 2006; Speranza y
Malosetti, 2007; Sandro, Gutiérrez y Speranza, 2019). Se ha teorizado que especies de Paspalum
diploides como P. intermedia, P. juergensii o P. paniculatum son los probables donantes de los
genomas Il y JJ, respectivamente (Burson, Lee y Bennet, 1973), mientras que el progenitor del
genoma X es desconocido (Bennett, Burson y Bashaw, 1969). Debido a que los penta y hexaploide
son apomicticos, se ha propuesto que la apomixis pudiera estar asociada con la presencia del

genoma X en estos biotipos (Burson, 1995).

El biotipo méas comdn y con mas distribucion geografica (Evers y Burson, 2004) de P.
dilatatum es P. dilatatum spp dilatatum el cual es un biotipo pentaploide apomictico (Bashaw y
Forbes, 1958). Se ha sugerido que se originé a partir de un evento de hibridacion entre P. dilatatum
ssp. flavescens y un biotipo hexaploide uruguayo (Burson, 1991; Burson, Voigt y Evers, 1991). Este
biotipo predominante tiene anteras moradas y esta muy extendido en América del Sur y se
naturalizd en otras partes del mundo, incluyendo China, EE. UU., India, Japon, Nueva Zelanda,
Australia y Sudéfrica (Giordano, Cogan, et al., 2014). Esta constituido por un clon dominante y una
serie de genotipos recombinantes mayoritariamente originados por hibridaciones del clon
dominante con especies relacionadas sexualmente compatibles. Los genotipos recombinantes estan
relacionados geograficamente con las contrapartes sexuales involucradas que funcionaron en algin

momento como progenitores (Speranza, 2005).

Tabla 1. Biotipos de Paspalum dilatatum con su formula genémica y modo de reproduccién.

Ploidia Biotipo Formula genémica Reproduccion
4x P. dilatatum “Virasoro” 13J Sexual
P. dilatatum spp. flavescens 13J Sexual
P. dilatatum “Vacaria” 13J Sexual
5x P. dilatatum spp. Dilatatum 133X Apomictico
6X P. dilatatum “Chiru” 113IXX Apomictico
P. dilatatum “Uruguaiana” 133X X2 Apomictico

P. dilatatum “Torres” - Apomictico




1.1.1.1. El cultivar “Estanzuela Chir(”

P. dilatatum cv 'Estanzuela Chird' (Chirt), es un cultivar hexaploide (2n=6x=60) con un
valor de Cx de 582 Mb (Vaio et al., 2007). Presenta una reproduccion apomictico facultativo y ha
producido descendientes fuera de tipo (fenotipicamente diferentes) ocasionalmente (Millot, 1977).
Pertenece al biotipo “Uruguayo” o “Chird” con una formula genémica de 11JJXX. La distribucion
natural de su biotipo es en locaciones aisladas en el noroeste y el centro norte de Uruguay Yy el oeste
de Rio Grande del Sur (Fernandes-Moraes, Barreto y Salzano, 1968; Burson, Voigt y Evers, 1991).
El biotipo Chird, pareceria ser el resultado de la hibridacion de algin clon P. dilatatum ssp.
dilatatum y otro progenitor desconocido probablemente relacionado con P. quadrifarum (Speranza,
2009). Esto ultimo se evidencia por la similitud en el habito de crecimiento, forma piramidal de las
panojas y pelos dispersos en la parte posterior del raquis de las espigas; a su vez también existe

evidencia molecular que demuestra esta relacion (Speranza, 2009).

Figura 1. Aspecto de Paspalum dilatatum cv ‘Estanzuela Chirl’ en (A) Semilleros en INIA La Estanzuela y

(B) en invernaculo de INIA Las Brujas en donde se observa su porte erecto y presencia de 6 a 12 espigas. Imagen (A)
obtenida de Coll, (1991).



Especificamente este cultivar fue seleccionado en el Centro de Investigaciones Agricolas
‘Alberto Boerger’ CIAAB/INIA La Estanzuela a partir de ecotipos hallados en el departamento de
Paysandu (Millot, 1969). Presenta un ciclo mas largo y alta produccién primaveral, factible de
utilizar como reserva de forraje en pie en el verano, pero muy susceptible al hongo C. paspali
(Millot, 1969) Tiene un porte erecto, Sus panojas se mantienen erectas hasta la madurez y tienen 6 a
12 espigas por panoja con anteras violetas y fuerte pigmentacion antocianica (Fig. 1), con
espiguillas menores que las de P. dilatatum tipo comin. Ha sido propuesto y evaluada como
integrante de mezclas forrajeras dirigidas a la obtencion de pasturas de mayor produccion estival y
una vida util méas prolongada (Santifiaque y Carambula, 1981). El cultivar ha sido evaluado con
otras especies del género como P. urvillei y P. notatum asi como contra diferentes accesiones de P.
dilatatum. En estos trabajos se ha demostrado la mayor produccién de forraje, hojas méas grandes
(Alonso y Monterubbianesi, 2006), asi como su alta tasa de produccion de forraje y de crecimiento
inicial, incluso mayores a las de festuca con un manejo y suelo similar (Speranza et al., 2017). La
alta produccion de forraje es comun para los cultivares hexaploides, asi como la resistencia a bajas

temperaturas y su alta persistencia (Burson, 1991; Venuto et al., 2003)

1.1.1.2. Importancia de P. dilatatum como forrajera

Numerosas especies del género Paspalum son consideradas excelentes forrajeras naturales,
entre las que podemos encontrar a P. dilatatum, P. notatum Fliggé y P. vaginatum L., siendo P.
dilatatum la cuarta especie de este género en términos de cantidad de cultivares liberados (Acufia et
al., 2019). Actualmente existen 9 y se cultiva mayormente en Australia, Estados Unidos y Uruguay.
La mayoria de los cultivares en EE. UU., Argentina, Japon y Australia son pentaploides, mientras
que en Uruguay y Estados Unidos también hay hexaploides resultando todos de la seleccion por
ecotipo (Acuiia et al., 2019), como es el caso de Chird. Tienen un gran potencial de produccion
primavero-estivo-otofial, y si se logra un correcto manejo se obtiene forraje de buena calidad capaz
de cubrir los requerimientos de diferentes producciones animales (Santifiaque y Cardmbula, 1981;
Carambula, 2007). Las gramineas forrajeras como P. dilatatum solas o como componentes de las



mezclas serian capaces de aprovechar recursos disponibles en el periodo estival, como la radiacion
y las precipitaciones, que en la situacion actual son poco aprovechados por las pasturas perennes,
ofreciendo forraje en época de deficiencia como la estival (Pizarro, 2002; Speranza et al., 2017).

Es una especie C4 con habito de crecimiento rizomatosa a cespitosa y reune todas las
caracteristicas deseables de una planta forrajera (Pizarro, 2002). Presenta una alta productividad y
eficiencia de uso de agua y nitrogeno, alta calidad forrajera, y buena adaptacion a pastoreo intenso
(Robinson et al., 1988; Davies y Cohen, 1992; Acosta, Deregibus y Hammar Aldatz, 1996, 2003;
Garcia, Arturi y Ansin, 2000; Couso et al., 2010). Ademas, es una especie que se adapta bien a
diferentes condiciones edaficas, es tolerante a la humedad excesiva y al mismo tiempo resiste
sequias moderadas (Rosengurtt, Arrillaga de Maffei y lzaguirre de Artucio, 1970; Carambula,
2007). Estas propiedades se deben principalmente a su extenso y profundo sistema radicular
(Pizarro, 2002). Esta caracteristica le confiere ademas, desde el punto de vista productivo para la
sustentabilidad de los sistemas pastoriles, un potencial extra frente a los posibles escenarios de
cambio climético debido a su capacidad superior de tolerancia a la sequia y la eficiencia del uso del
agua en comparacion con pastos C3 comunmente utilizados (Couso et al., 2010). Ademas, se puede
cultivar en latitudes mas altas que cualquier otra especie de Paspalum (Evers y Burson, 2004). Dada
su excelente persistencia brinda a las praderas longevidad y un mejor equilibrio entre gramineas y
leguminosas. Esto limita la competencia desarrollada por parte de las leguminosas en la primavera y
el verano, lo cual tiende a estabilizar las praderas disminuyendo la infestacion de malezas
(Cardmbula, 2007). Por ultimo, no cubre totalmente el suelo lo que lo hace compatible con otras
especies, y la gran mayoria de los rebrotes se produce desde yemas ubicadas por debajo del nivel

del suelo, lo cual la hace resistente el pisoteo y a pastoreos intensos (Carambula, 2007).

1.1.1.3. Limitaciones para el uso de P. dilatatum como forrajera

Si bien ha sido una de las primeras gramineas de ciclo estival que se han utilizado como
forrajeras (Skerman y Riveros, 1992), segun Pizarro (2002) el uso comercial de P. dilatatum en
nuestro pais esta limitado por varios puntos. Entre ellos encontramos el escaso conocimiento de su

potencial forrajero, falta de continuidad de las investigaciones en el género, escasa difusion de los



cultivares méas promisorios, asi como falta de una produccion estable de semillas de buena calidad.
Sobre este Ultimo punto, la disponibilidad de semilla, estd limitada por las condiciones ambientales
durante la floracion, su prolongado periodo de floracién, madurez asincroénica de las semillas en los
racimos individuales, baja germinacion y ruptura de semillas (Ej: Burson, Correa y Potts, 1978;
Coll, 1991; Rios et al., 2015; Acufia et al., 2019). A esto hay que sumarle la alta susceptibilidad e
infeccion con el hongo Claviceps paspali (Ej: Luttrell, 1977; Hampton, 1984; Schrauf et al., 2003).

Todas estas caracteristicas son aspectos del mejoramiento genético para la especie,
constituyendo la susceptibilidad a C. paspali una de las limitaciones mas importante para su
desarrollo comercial. El sistema reproductivo apomictico de algunos biotipos como Chird
constituye una dificultad extra para la aplicacion de metodologias clasicas de mejoramiento
genético para superar algunos de estos problemas (Schrauf et al., 2003). Aunque, se ha determinado
que esta desventaja para el mejoramiento clasico es una ventaja para la transgénesis. Este sistema
reproductivo permite la produccién de una progenie de semillas uniforme y pueden prevenir la
dispersion transgeénica no intencionada en contraste con los citotipos sexuales de Paspalum (Zhang,
Lomba y Altpeter, 2007) . Esto debido a que esta forma de reproduccion disminuiria las
posibilidades de segregacién en las semillas del gen de interés y seria un modo de controlar el flujo
génico por polinizacion cruzada en esta especie. Para reafirmar este punto, en Sandhu et al. (2010)
observaron la transferencia de genes de P. notatum tetraploide apomictico transgénicos a P.
notatum diploide y tetraploide no transgénicos, en donde a pesar de las condiciones favorables para
el flujo de genes, la frecuencia observada fue baja (0 a 0,05%). Por lo tanto, las barreras de
apomixis como de ploidia parecen suprimir drasticamente el flujo de genes mediado por polen en P.

notatum apomictico y transgénico, siendo datos potencialmente promisorios para Chird.

1.1.2.  Claviceps paspali

Las especies del género Claviceps son los agentes causales de la “enfermedad azucarada”
(Fig. 2) y pertenecen a la familia Clavicipitaceae del orden Hypocreales. Existen 59 especies

reportadas de este hongo filamentoso llamadas Ergot en general (Tenberge, 1999; Pichova et al.,



2018), y todas se caracterizan por ser especies biotroficas que comparten un estilo de vida no
sistémico y especializados en colonizar el ovario de sus hospederos (Pichovéa et al., 2018). Las
especies de este género en total parasitan mas de 600 plantas monocotiledéneas de las familias
Poaceae, Juncaceae y Cyperaceae, incluidos pastos forrajeros y los principales cereales del mundo:
trigo, arroz, maiz, cebada, sorgo, avena, centeno, mijo (Tenberge, 1999; Pazoutova et al., 2002).
Filogenéticamente se dividen en cuatro secciones (Citrinae, Claviceps, Paspalorum, Pusillag) en
base a combinaciones de filogenia, morfologia, produccién de metabolito secundarios, distribucion

geografica y espectro de hospederos (Pichova et al., 2018).

Figura 2. Sintomas del Ergot producido por C. paspali en P. dilatatum. A- Panoja de P. dilatatum en la etapa
tardia de infeccion en donde se ve la formacion de esclerotos. B- Conidios de C. paspali obtenidos a partir de mielecilla.
C- Panoja de P. dilatatum con mielecilla, el primer sintoma visibles de la infeccion con C. paspali. D- Comparacion

entre semillas de Chirl y esclerotos de C. paspali.

La “enfermedad azucarada” en Paspalum spp. es causado principalmente por Claviceps
paspali descrito por Stevens & Hall (1910). Es la tnica especie integrante de la seccion Paspalorum

dentro del género y debido a que la evolucidn, y diversidad taxonémica del género esta vinculada a



la evolucidn de sus plantas hospederas se postuld que esta especie es originaria de America del Sur
al igual que el género Paspalum (Pazoutova y Parbery, 1999). El estudio sobre esta especie en
particular es limitado. Se han investigado las propiedades de crecimiento y las caracteristicas
morfolégicas de algunos aislamientos (Ri¢icova, Pokorny y Rehacek, 1986; Rylko et al., 1988),
pero en su mayoria, los estudios se han basado en la identificacion de aislamientos con propiedades
biotecnolégicas como la produccion de alcaloides (Tscherter y Hauth, 1974; Icovx, Flieger y EK,
1982; Rigicova, Pokorny y Rehadek, 1986; Gaberc-Porekar et al., 1987), mientras que escasos
estudios se han realizado sobre su biologia (Brown, 1916; Luttrell, 1977; D’ Esposito y Lopez,
2001). Su Unica presencia dentro de la seccion Paspalorum puede deberse al escaso estudio que se
ha realizado de esta especie desde un punto de vista filogenético. A diferencia de C. paspali en
especies cercanas como Claviceps purpurea o Claviceps fusiformis, si se han realizado
prospecciones de aislamiento (Ej: Pazoutova y Tudzynski, 1999; Fisher, Gordon y Ditomaso, 2005)
asi como diversos estudios de diversidad basados en analisis de secuencias de regiones de genes
conservados y microsatélites (Ej: Pazoutova et al., 2015; Gilmore et al., 2016; Pichova et al., 2018).

C. paspali al igual que todas las especies del género Claviceps muestra estricta especificidad
de 6rganos, atacando exclusivamente los ovarios de gramineas jovenes. La infeccion con estos
hongos produce aborto de flores y reemplazo de la semilla por sus esclerotos (masa grisacea del
hongo que reemplaza la semilla y adquiere una configuracién semejante a la misma, pero de mayor
tamarfio, coloracion oscura y consistencia dura). Se ha mostrado que las esporas de Claviceps
paspali (al igual que las de otras especies relacionadas como C. purpurea) no son capaces de
penetrar a través de las glumas, por lo que la via de entrada es mediante los estigmas y estilo
(Luttrell, 1977, 1980; Tenberge, 1999). En el caso particular de la infeccion en P. dilatatum, se
documento que los estigmas son eficientes en la captura tanto de polen y asi como de las esporas del
hongo en donde las esporas son el indculo primario que germina e infecta el ovario luego de 1 a 4
dias (Luttrell, 1977). Esta germinacion de la espora en el estigma se ha propuesto que se realiza
simulando la polinizacion (Tenberge et al, 1999) y evitando asi el reconocimiento de la hifa por
parte del hospedero. Segun observaciones de campo realizadas por Wali et al., (2013) la infeccion
con la “enfermedad azucarada” puede algunas veces representar efectos benéficos indirectos para la
planta hospedante. Por lo tanto, Claviceps spp. puede servir como un microorganismo mutualista
defensivo condicional para su pasto huésped, y la interaccion patogena puede variar desde
antagonica hasta mutualista dependiendo de la situacion (Tenberge, 1999; Oeser et al., 2002; Wali
et al., 2013; Miedaner y Geiger, 2015).



1.1.2.1. Ciclo de vida y especificidad

Como se describe en la Figura 3, el ciclo de vida cuenta con una fase sexual y una asexual.
Su ciclo asexual comienza con ascosporas transportadas por el viento aterrizando en huéspedes
susceptibles en primavera. Todas las etapas que surgen de su ciclo de vida se pueden desarrollar a
partir de una sola espora, por lo tanto, se denominan homotélicos (Esser y Tudzynski, 1978).
Tipicamente, las esporas se unen y germinan en las superficies del pistilo de flores receptivas del
huésped e inician un patrén de patogénesis. ElI hongo penetra en los pelos estigmaticos y por el
estilo creciendo hacia el tejido transmisor del ovario. Durante esta fase, C. paspali crece
principalmente de forma intercelular (Luttrell, 1977; D’ Esposito y Lopez, 2001). Una vez que el
hongo llega a la base del ovario, se introduce en el sistema vascular de la planta para ganar
nutrientes y reemplaza progresivamente el tejido vegetal con masa fangica. Consigue mantener
vivas las células de la planta durante un periodo de tiempo prolongado y, por lo tanto, se clasifica
como un biotrofo, asi como un patégeno ecoldgicamente obligado ya que obtiene los nutrientes solo
de los tejidos del huésped. Las hifas de C. paspali en general invaden y colonizan exclusivamente el
ovario, creciendo hasta la punta del eje del ovario (raquila), estableciendo una interaccion huésped-
patdgeno muy especifica. Esta interaccion especifica se caracteriza en que el hongo nunca invade
ninguna parte mas abajo del ovario, pero si proliferan por encima de él (Luttrell, 1977; Tenberge,
1999; D’ Esposito y Lopez, 2001). Durante los primeros dias de infeccion el hongo crece
profusamente en el ovario, produciendo masas de esporas anamorficas que se exudan en una
secrecion densa, pegajosa de color &mbar, caracterizada por una alta presencia de conidios (Fig. 2).
La presencia de esta exudacion es la primera evidencia de la infeccidén con el hongo (signo de la
enfermedad). Estos conidios se transfieren a otras flores, mediante contacto espiga-espiga o por
vectores como los insectos. De este modo se propagan espacialmente en el campo empleando el

hospedero para su propia proliferacion (Luttrell, 1977; D’ Esposito y Lopez, 2001).

El escleroto funciona como su estructura de la reproduccion sexual (Luttrell, 1977; D’
Esposito y Lopez, 2001), y entre los 15 o 20 dias se comienza a notar la formacion de esta
estructura ocupando el lugar correspondiente a la semilla. Este escleroto es su forma de
supervivencia fuera de su hospedero y la necesita para comenzar la infeccion en la proxima
floracion (D’ Esposito y Lopez, 2001). La fase sexual del ciclo se desarrolla en la superficie del
suelo, y comienza con el escleroto, que después de pasar el invierno sobre la tierra inicia su
fructificacion estimulado por la humedad, la temperatura superior a 25°C y un fotoperiodo que va

aumentando (Cunfer y Marshall, 1977; Cunfer y Seckinger, 1977). La germinacion produce
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estromas que terminan liberando esporas que son llevadas nuevamente por los insectos hasta las
inflorescencias, generando asi el indculo primario y dando lugar a nuevos focos de infeccidn
(Lutrell, 1977; D’ Esposito y Lopez, 2001).

Figura 3. Diagrama del ciclo biolégico de C. paspali. Las flechas continuas representan el ciclo asexual

mientras que las discontinuas el sexual. Obtenido de D’ Esposito y Lopez (2001).

1.1.2.2.  Toxicidad e importancia econdmica de la infeccién
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C. paspali no tiene un efecto fitopatdgeno directo en su hospedero, sino que los mayores
problemas generados por la infeccion son la produccion de alcaloides como alcaloides del Ergot
(AE) y los indol diterpenos (IDT), que son tdxicos para los mamiferos, incluidos los humanos (Cole
et al., 1977; Cawdell-Smith, Scrivener y Bryden, 2010; Kozék et al., 2019), y por tener también un
gran impacto en la producciéon de semillas en los cultivos afectados (Pizarro, 2002). Su rapida
diseminacion por insectos (Feldman, O’Brien y Arnold, 2008) y la alta susceptibilidad de cultivares
de importancia, representa un problema de relevancia. Desde la década del 60 distintos paises entre
ellos Italia, Inglaterra, Francia, Nueva Zelanda, Estados Unidos, Argentina y Brasil han comunicado
casos de intoxicacion por toxinas de C. paspali (Ej: Hampton, 1984; Cawdell-Smith, Scrivener y
Bryden, 2010). Los animales intoxicados presentan sintomas caracteristicos de las afecciones del
sistema nervioso central, con un indice de morbilidad entre el 15y 30%, y una mortalidad casi nula
(Cole et al., 1977; D’ Esposito y Lopez, 2001; Cawdell-Smith, Scrivener y Bryden, 2010). De todas
formas, de las especies de Claviceps que afectan a Paspalum, solo se ha informado que los
esclerotos de C. paspali contienen alcaloides como AE y IDT (Cole et al., 1977; Pichova et al.,
2018, Schardl et al., 2013), a diferencia de los de C. clavispora que no producen AE (Pichova et al.,
2018). La alimentacion con forrajes contaminados con Ergot, en particular, los IDT como
paspalinina (PNE) y paspalitrem A (PTMA) y B (PTMB) (Cole et al., 1977; Uhlig et al., 2009),
resulta en sintomas como sacudidas involuntarias, temblores y también puede provocar
convulsiones y afectar el rendimiento del ganado, siendo la pérdida de peso muy significativa en
dichos animales (Cawdell-Smith, Scrivener y Bryden, 2010; Coufal-Majewski et al., 2016). Aunque
C. paspali también produce AE, su concentracion es menos problematica para el ganado (Evans y
Gupta, 2018).

1.1.2.3. Mejoramiento genético de plantas enfocado a resistencia a

Claviceps spp. y antecedentes en Paspalum spp.

Caracteristicamente, el proceso de infeccion de Claviceps spp. es tejido-especifico ya que
solo las flores de las espigas de gramineas en flor se infectan. Las caracteristicas de la planta que

reducen la infeccion con Claviceps spp. incluyen la polinizacién inmediata de los estigmas
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receptivos, la floracion cerrada (cleistogamia) y la resistencia fisiologica (Miedaner y Geiger,
2015).

Para una enfermedad de trigo y cebada que tiene un modo de infeccion similar a Claviceps
spp., causado por Fusarium graminearum, se ha buscado desarrollar lineas de trigo totalmente
cleistbgamas para mejorar la resistencia a la enfermedad. Debido a que las flores de trigo
generalmente se abren por un corto tiempo, las lineas de trigo con flores permanentemente cerradas
podrian tener una mejor resistencia a Claviceps spp. y la Fusariosis porque las esporas no podrian
entrar en las flores para aterrizar en el estigma. La cleistogamia en este caso actuaria esencialmente
como una barrera a las esporas durante el tiempo en que la infeccién podria ocurrir (Kubo et al.,
2010).

Los fungicidas comerciales tienen una eficacia limitada en el control del Ergot y su
aplicacién depende mucho del clima. En general, el control por fungicidas es mas efectivo con baja
presion de inoculo, en condiciones secas y cuando la pulverizacion ocurre antes del inicio de la
enfermedad (Miedaner y Geiger, 2015; Rios et al., 2015; Dung et al., 2018). Sin embargo, la
necesidad de pulverizar varias veces antes de la antesis hace que la aplicacion de fungicidas en los
campos de los agricultores sea econdémicamente inviable (Alderman, 2006). Hampton (1977)
demostro que la aplicacion de fungicidas en la antesis media y temprana para prevenir la infeccion
secundaria de conidios, reduciendo significativamente la cantidad de esclerotos de Claviceps spp.
en la semilla cosechada en comparacién con los controles no tratados, pero no controla el patégeno.

Existen reportes de especies gque son menos susceptibles y hasta inmunes a este hongo en el
género Paspalum. Especies como P. urvillei (Schrauf et al 2003), P. notatum (Burton 1955,
Mackowiak, Kenworthy y Quesenberry, 2015), han demostrado ser menos susceptibles a la
infeccion con C. paspali. P. malacophyllum Trin. ha sido reportada al dia de hoy como la unica
especie inmune al Ergot (Bennet y Bashow., 1960; Bennett y Bashaw, 1966). Esta especie es
altamente fértil y se reproduce principalmente por apomixis facultativa y produce una alta cantidad
de semillas. Su distribucion natural se extiende desde México hasta Argentina (Hojsgaard et al.,
2016). Aunque P. malacophyllum tiene buena palatabilidad como pasto forrajero, no persiste bien
bajo pastoreo (Burton 1940; Stephens 1941). Cultivares de P. malacophyllum resistente se cruzaron
con P. urvillei (Burton, 1945) y con P. dilatatum (Burton, 1943; Atwood, 1947; Bennett, Burson y
Bashaw, 1969). Los hibridos mostraron una transmision de la resistencia y se hipotetizd que la
resistencia podria ser dominante. Sin embargo, no se ha detectado la presencia de genes de
resistencia (genes R), asi como no se han dilucidado los mecanismos moleculares detras de esta
resistencia. Esto es contrario a lo que ha ocurrido en trigo en donde se han detectado cuatro QTLS

relacionados con la resistencia parcial al Ergot en el cultivar cv Greenshank producido por C.
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purpurea (Gordon et al., 2015). Estos tienen efectos sobre la reduccion de la produccion de
mielecilla y en la reduccion en la biomasa de esclerotos. Esto sugeriria que estos QTL actuan a
través de un mecanismo que impacta directamente en la capacidad de C. purpurea para crecer y
completar su ciclo de vida dentro de la flor de trigo pero no de prevenir la infeccion (Gordon et al.,
2020). Estas resistencias parciales pueden ser una estrategia para reducir el indculo y la propagacion
secundaria de la enfermedad, asi como disminuir el tamafio de los esclerotos que limitan el indculo
primario ya que la produccion de las ascosporas esta directamente relacionado al tamafio del
escleroto (Gordon et al., 2020, Cooke y Mitchell, 1966).

Dentro de las especies de Paspalum menos susceptibles a la enfermedad se ha informado
que los genotipos diploides de P. notatum, como "Pensacola”, son mas resistentes al Ergot en
comparacion con los cultivares tetraploides (Burton, 1955). Segun Rios et al (2015) esto puede
estar relacionado a la mayor produccion de semillas de los genotipos diploides que los tetraploides
(Knight y Bennett, 1953). Esta es una razon potencial para la reduccién de la infeccion encontrada
en los genotipos diploides, ya que la infeccion del Ergot se correlaciond negativamente con la
fertilidad (Burton y Lefebvre, 1948). Se ha propuesto que esta menor susceptibilidad se puede deber
a métodos de escape presentes en las especies como la rapida polinizacion (Burton y Lefebvre 1948,
Schrauff et al, 2003). Estos métodos de escape como el momento de floracion y a la rapidez con
que se da la germinacion pueden estar relacionados a los ya documentados en otras especies
susceptibles a Claviceps spp. como sorgo, mijo y trigo (Ej: Mantle y Swan, 1995; Chakraborty y
Ryley, 2008; Cisneros-Lopez et al., 2010; Eugenia Cisneros-Lopez, Mendoza-Onofre y Gonzalez-
Hernandez, 2012). Esto ya que el periodo de susceptibilidad de una planta para la infeccién con
Ergot depende del tiempo que sus flores permanezcan abiertas y sin fertilizar (Montes-garcia et al.,
2008; Cisneros-Lopez et al., 2010; Miedaner y Geiger, 2015).

Otra estrategia para obtener resistencia a Claviceps spp podria ser mediante métodos de
ingenieria genética como la transgénesis o edicion génica (Diaz et al., 2004). Una ventaja para la
transgénesis en P. dilatatum apomictico, seria que una vez hallado un material sobresaliente el
mismo no segregaria, siendo ademas su forma de reproduccion asexual un modo de controlar el
flujo génico. Ademas, se ha logrado un protocolo eficiente de transformacion para esta especie
mediante biolistica (Giordano, Liu, et al., 2014; Vifas, 2015). En trigo se realiz6 la prueba de
acumular un mayor nivel de proteinas inhibidoras de la poligalacturonasa (PGIP) o un alto grado de
metil esterificacion de la pectina de la pared celular para afectar la infeccion por patogenos vy el
desarrollo de sintomas de la “enfermedad azucarada” producida por el Ergot (Volpi et al., 2013).
Con este fin, se seleccionaron lineas de trigo transgénicas que expresaban el gen del frijol PvPGIP2

o el inhibidor de pectina metil esterasa de Actinidia chinensis (AcPMEI) que causd un aumento en
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el nivel de esterificacion de metilo de la pectina de la pared celular. Se habia demostrado
previamente que ambas lineas de trigo transgénicas tienen una resistencia mejorada contra los
hongos necrotizantes patdgenos F. graminearum y B. sorokiniana. Las plantas transgénicas de trigo
que poseen un alto grado de metil-esterificacion de la pectina mostraron reduccion en los sintomas
de Ergot en la etapa temprana del desarrollo de la enfermedad. Esto sugiere la posibilidad de
explotar genotipos con un alto grado de esterificacion de metilpectina para mejorar la resistencia del
trigo contra la enfermedad (Volpi et al., 2013) que podria ser utilizada también en especies de
Paspalum. Otra estrategia que ha sido planteada es la expresion de proteinas antifingicas como

método de control para C. paspali (Diaz et al., 2004).
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2. OBJETIVOS



Como presentamos, Chird es una graminea con un alto potencial forrajero pero que en gran
medida no se ha podido expandir su uso debido a su alta susceptibilidad a C. paspali. Sin embargo,
no existe ninguna informacion desde un punto de vista molecular disponible sobre el patosistema C.

paspali-P. dilatatum, por lo tanto, en este trabajo nos proponemos:

2.1.1.  Objetivo General

Determinar la variacion de la expresion génica en etapas tempranas de la infeccion en la

interaccion Paspalum dilatatum cv ‘Estanzuela Chird’-C. paspali.

2.1.2.  Objetivos Especificos

e Construir una referencia de las secuencias codificantes de P. dilatatum cv

‘Estanzuela Chiri” mediante el ensamblado de novo del transcriptoma

e Determinar genes especificos de estigma y estilo en P. dilatatum cv ‘Estanzuela
Chirti” y aquellos genes que presentan una expresion diferencial significativa en el

estadio receptivo y no receptivo al polen.

e Determinar posibles proteinas candidatas a ser secretadas y factores de patogenicidad
en el genoma de C. paspali.

e Determinar posibles factores de patogenicidad de C. paspali que efectivamente se
expresen durante la primera etapa de infeccion del estigma de P. dilatatum cv

‘Estanzuela Chira’

e Validar mediante RT-qPCR la expresion de factores de patogenicidad involucrados
durante la infeccion de C. paspali en P. dilatatum cv ‘Estanzuela Chira’.

e Generar una coleccién de C. paspali nacional, caracterizarla molecularmente y

estudiar su diversidad.



3.CAPITULO |

El patosistema Paspalum dilatatum-Claviceps
paspali: una primera vision de su interaccion

utilizando el estudio de expresion con ARN-seq
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3.1. INTRODUCCION



3.1.1.  ;/Qué es la secuenciacion del ARN?

La secuenciacion del ARN o ARN-seq es una estrategia para obtencién de perfiles
transcriptomicos que usa tecnologias de secuenciacion profunda (Wang, Gerstein y Snyder, 2009).
La creacion de estos perfiles transcriptomicos con ARN-seq se ha convertido en una poderosa
herramienta para analizar los niveles de expresion génica entre mdltiples muestras, ya que
proporciona informacién y una medida digital de la abundancia y presencia de transcriptos de genes
nuevos y conocidos (Mortazavi et al., 2008). A diferencia de los microarrays y otras técnicas, el
ARN-seq no requiere informacion previa sobre el transcriptoma que se esta estudiando (Ballouz,
Verleyen y Gillis, 2015). Esto sumado su poder de resolucion, la eficiencia y las ventajas de la
disminucion de los costos ha llevado que sea una de las técnicas mas utilizadas para este tipo de
analisis (Marioni et al., 2008; Finotello y Di Camillo, 2015).

El protocolo estdndar del ARN-seq comienza con la extraccién de ARN celular de una
muestra bioldgica. Luego, el ARN se transcribe inversamente en ADNc, se amplifica y luego se
afiladen secuencias de adaptadores en cada extremo de la molécula de ADNc para que sea
compatible con la tecnologia de secuenciacion respectiva. Existen protocolos de generacion de
librerias hebra especifica y sin hebra especifica (Ozsolak et al., 2009). EI método més utilizado para
la secuencia de ARN es hebra especifica, especialmente cuando se usa secuenciacion de pares
(paired-end, ambos extremos del fragmento). Este método se basa en la incorporacién de dUTP
durante la sintesis de ADNCc de la segunda cadena seguida de la degradacion de la cadena sin dUTP
(Levin et al., 2010). La secuenciacion de la biblioteca final de ADNc da como resultado la
generacion de "lecturas” (reads) de secuenciacion, que son tramos de secuencia de una longitud
definida (dependiendo de la tecnologia NGS pueden variar entre 50 y 250 nucle6tidos) que
corresponden al ADNc de entrada. EI ARN-seq se basa en el principio de que, mediante la
secuenciacion de moléculas de ADNc, la expresion de cualquier transcripto de ARN celular puede
deducirse del recuento de reads asignado a él. En los andlisis posteriores a la secuenciacion, las
lecturas son asignadas por homologia a secuencias de genes conocidos (propia especie si hay datos
disponibles o cercanas) en bases de datos libres. Esto permite, por Gltimo, enumerar las lecturas que
se corresponden con cada gen identificado pudiendo asi determinar su nivel de expresion relativo en

la condicion muestreada. Luego, el uso mas comdn y popular de ARN-seq es el analisis de
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expresion diferencial de genes o la abundancia de transcripcion de perfiles entre muestras (Marioni
et al., 2008).

De hecho, la investigacion transcriptomica fue revolucionada por la introduccion de
tecnologias de Nueva Generacion de Secuenciacion (NGS por sus siglas en inglés) que permitié el
analisis de ARN a través de secuenciacion de ADNc a escala masiva (Metzker, 2010; Ozsolak y
Milos, 2011). Los métodos de secuenciacién mas nuevos que se desarrollaron después del método
automatizado de Sanger se denominan colectivamente NGS, y emplean una combinacion de
estrategias que incluyen preparacion de librerias, secuenciacion e imagen, ensamblaje y anotacion
(Metzker, 2010). Inicialmente aplicado a la gendmica, las tecnologias NGS se han adaptado para la
secuenciacion masivamente paralela de ADNc. Uno de los principales beneficios de estas
plataformas NGS es la produccion de enormes volumenes de datos a bajo costo. Illumina / Solexa,
Roche / 454 (también conocido como Pirosecuenciado) o ABI / SOLID fueron las primeras
tecnologias NGS en ingresar al mercado y hoy en dia ya se pueden encontrar secuenciadores de
tercera generacion desarrollados méas recientemente (Pacific Biosciences y Oxford Nanopore)
(Metzker, 2010; Quail et al., 2012). Aunque estos sistemas tienen principios de funcionamiento
muy diferentes, todos comparten un aumento dramatico en la velocidad en comparacion con la
secuenciacion convencional de Sanger: largos tramos de ADN o incluso genomas completos
podrian secuenciarse en varias horas (Metzker, 2010). Las diversas caracteristicas y ventajas
técnicas de las diferentes plataformas NGS en aplicaciones particulares han sido ampliamente
revisadas (Branton et al., 2008; Metzker, 2010; Liu et al., 2012; Quail et al., 2012; Hodkinson y
Grice, 2015).

El ARN-seq permitio la obtencion de transcriptomas completos y generd una nueva era en
el campo de la transcriptomica (Wang, Gerstein y Snyder, 2009). Ademas, las secuencias de ARN
no requieren (necesariamente) una anotacion previa del genoma correspondiente (aunque se
beneficie de él), es independiente del organismo y tiene el potencial de capturar todas las
transcripciones celulares (codificantes y no codificantes). Los enfoques basados ARN-seq han
proporcionado una comprension progresivamente completa de los aspectos cualitativos vy
cuantitativos de las transcripciones expresadas en genomas procariotas y eucariotas (Mortazavi et
al., 2008; Ozsolak y Milos, 2011). Es importante destacar que no solo se puede obtener informacion
cuantitativa sobre la expresion génica (por ejemplo, expresion diferencial), sino también
informacioén cualitativa ya que permite la deteccion de polimorfismos, la identificacion de UTR,

sitios de procesamiento e isoformas en eucariotas, entre otras aplicaciones(Ozsolak y Milos, 2011).
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3.1.1.1. Secuenciacion, transcriptémica y Paspalum dilatatum

A pesar de la importancia como forrajeras hay pocos recursos genéticos disponibles para el
género Paspalum. Se han generado secuencias genomicas completas para solo unas pocas
gramineas (Giordano, Cogan, et al., 2014), entre las cuales no encontramos ninguna del género
Paspalum. A pesar de los avances tecnoldgicos realizados en los Gltimos afios, la tarea de producir
una secuencia completa del genoma de una planta superior sigue siendo una tarea importante que
requiere considerables recursos. Las secuencias de genoma de importancia econémica al estudiar
especies de Paspalum son Sorghum bicolor L. y Setaria italica (Qi et al., 2019). Estas especies
representan dos genomas altamente relevantes para mejorar cualquier dato generado y usar como

referencias que podrian ayudar en la anotacion de secuencia de P. dilatatum.

P. dilatatum tiene un genoma relativamente chico con valores aproximados de Cx entre 579
y 609 Mb (Vaio et al., 2007), sin embargo, no se han ensamblado genomas de ningn biotipo de
esta especie seguramente debido a las complejidades de llevar a cabo ensamblados de genomas
poliploides. Los recursos gendmicos y transcriptomicos para P. dilatatum estan limitados a 428
secuencias de nucledtidos y 346 proteinas disponibles en el Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica de Estados Unidos (NCBI), un set de datos de ARN-seq de P. dilatatum cv Primo
(Giordano, Cogan, et al., 2014) y una secuencia completa del plastosoma (Burke et al., 2016). En
términos generales, en el género Paspalum, el nimero de secuencias de nucle6tidos disponibles es
de 5523 (NCBI 02/12/2019). Los diferentes trabajos relacionados al analisis transcriptémico de
especies del género Paspalum han utilizado tecnologias de NGS como Roche 454 Life Sciences GS
FLX sequencing platform y mas recientemente con Illumina (Jia et al., 2015; Ortiz et al., 2019; de
Oliveira et al., 2020; Wu et al., 2020). La gran mayoria de los datos de secuenciacion en este
género se han obtenido a partir de trabajos relacionados a la identificacién de genes involucrados en
la apomixis (Laspina et al., 2008; Podio et al., 2014; Ortiz et al., 2017; de Oliveira et al., 2020) y la
deteccion de SSR (Giordano et al., 2015). Recientemente las secuencias de datos gendémicos sin
procesar de P. simplex (Galla et al., 2019) y P. virgatum (Qi et al., 2019) se depositaron en el NCBI
(ndmero de acceso SRA SRX1149360 y SRA PRINA514362 respectivamente), aunque no se ha
publicado un ensamblado de estos datos adn.
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3.1.1.2. ARN-seq y las interacciones planta-patégeno

La aplicacion de tecnologias de NGS ha producido importantes avances en nuestra
comprension de los procesos bioldgicos. La alta resolucion del ARN-seq permite un analisis en
paralelo de diferentes organismos que interactdan entre si, por ejemplo, durante los procesos de
infeccion (Westermann, Barquist y Vogel, 2017). Las interacciones huésped-patdgeno son
intercambios dinamicos donde la heterogeneidad transcripcional tanto del huésped como del
patdgeno puede conducir a muchos resultados diversos a través de distintas vias moleculares
(Naidoo et al., 2014). Hasta hace poco, los enfoques transcriptdmicos se habian aplicado en el
huésped y el patdgeno por separado para obtener el perfil de expresion génica de cada organismo y
obtener informacién sobre la biologia de la infeccion o los mecanismos de defensa del huésped
(Westermann, 2014). Un protocolo de un solo paso para el perfil simultaneo de los transcriptomas
del huésped y el patdgeno es muy atractivo por obtener el perfil de la expresion del gen del
patogeno dentro de su nicho de células huésped, junto con la respuesta del huésped correspondiente
sin interrumpir esta estrecha interaccién proporcionando una visién sin precedentes y sin
perturbaciones del proceso de infeccion (Westermann y Vogel, 2018; O’Keeffe y Jones, 2019).
Relacionar directamente los cambios en la expresion génica en un organismo con las respuestas en
el respectivo contra jugador podria revelar nuevos mecanismos de cOmo interactian estos
organismos. (Westermann et al., 2012). La técnica conocida como ARN-seq dual, in planta ARN-
seq, ARN-seq simultanea 0 ARN-seq comparativa, es una técnica relativamente nueva en el campo
vegetal, que permite el estudio de las interacciones planta-patdgeno en cultivos herbaceos (Ej: Zhu
et al., 2012; Liu et al., 2015; Serba et al., 2015; Oeser et al., 2017), asi como en arboles (Hayden et
al., 2014; Liang et al., 2014; Liu et al., 2015). Ayuda a obtener informacion de los mecanismos de
defensa complejos que pueden volverse ineficaces cuando los patdgenos interfieren con uno 0 mas
de los diversos procesos necesarios para la defensa del huésped. También, la obtencion de un perfil
global de la expresidn génica del patdgeno durante la infeccidén permitiria caracterizar la expresion
de genes que tienen supuestos roles clave durante la infeccion y el crecimiento dentro de los tejidos
del huésped, el cual es diferente al perfil expresado durante su cultivo axénico (Ej: Oeser et al.
2009, Lanver et al. 2018). Todo esto, proporciona valiosos recursos de investigacion y herramientas
para comprender la dinamica de las interacciones entre el patdégeno y su hospedero en diferentes
etapas de infeccion y tejidos especificos.

Especificamente la plataforma de secuenciacion Illumina ha sido utilizada previamente para
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estudios de interaccion planta-Claviceps (Kind et al., 2017; Oeser et al., 2017). Los estudios
moleculares mas recientes en Claviceps spp. y la expresién in planta se han centrado en investigar
efectores secretados producidos por C. purpurea durante la infeccion de centeno (Oeser et al.,
2017), asi como de mostrar como el hongo es reconocido por el hospedero y como este altera ciertas
vias como la sefalizaciones por fitohormonas. También, el uso del analisis transcriptomico ha
ayudado a identificar efectores secretados y su importancia en la infeccion. Por ejemplo, varios
genes identificados in silico como efectores secretados se encuentran subexpresados en cepas con

virulencia atenuada de C. purpurea. (Oeser et al 2017).

En cuanto a las interacciones Paspalum-patégenos hoy en dia no se han publicados trabajos
realizados basados en ARN-seq. En parte debido a su complejo genoma, y por estar pobremente
caracterizado a nivel molecular, especialmente con respecto a las respuestas del transcriptoma
relacionadas, por ejemplo, a estrées biotico, sefializacion hormonal y metabolismo. Esto sin dudas ha
obstaculizado la caracterizacion de la interaccion Claviceps-Paspalum, ya que la caracterizacion de
ambos, tanto del patégeno como del huésped es importante para dilucidar los mecanismos de
infeccion de patdgenos biotréficos exitosos como Claviceps (Kind et al 2017). Una combinacion
Unica de varias caracteristicas (biotréfica, organo-restringida, restringido al género Paspalum)
caracteriza la infeccion de C. paspali, lo que indica una estrategia que difiere de la de otros
patégenos. Por lo tanto, la comprension de los mecanismos de infeccion especificos de C. paspali
contribuird a la comprension del sistema de defensa de la planta.

3.1.2. Interacciones planta-hongo: el secretoma, efectores de virulencia

y la respuesta de defensa vegetal.

Para establecer una interaccion compatible que conduzca a la proliferacion, los hongos
deben evitar la respuesta de inmunidad promovida por el reconocimiento del patégeno por la planta
o0 bien hacer frente a ella o suprimirla. La teoria clasica del modelo del Zig-Zag dice que el sistema
de deteccion estd compuesto por proteinas que se encuentran en diferentes compartimentos

subcelulares (Adachi y Tsuda, 2019). Uno de estos compartimientos es la membrana celular, en
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donde se encuentran receptores de transmembrana de reconocimiento de patrones (PRR) que
detectan patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP) (Boutrot y Zipfel, 2017). Los
patdgenos pueden dafiar la pared celular, liberando patrones moleculares asociados al dafio
(DAMP) y que también son reconocidos por estos receptores (Boller y Felix, 2009). Los PRR
perciben PAMP extracelulares para activar la inmunidad activada por PAMP/DAMP (PTI). La PTI
constituye la primera linea de defensa de la planta, es patdgeno inespecifico y se reconocen PAMPs
ampliamente conservados a través de todos los hongos que colonizan plantas (Lo Presti et al, 2015).
Sin embargo, los patdgenos son capaces de evitar este mecanismo mediante la secrecion de las
Ilamadas proteinas efectoras (Jonge, Bolton y Thomma, 2011). Estas proteinas impiden la PTI, por
ejemplo, suprimiendo los mecanismos de defensa, causando una interaccion susceptible (ETS o
susceptibilidad inducida por efectores). Las plantas han evolucionado la superficie celular y los
receptores intracelulares para detectar la presencia de estas proteinas secretadas que funcionan
como efectores de virulencia (Boutrot y Zipfel, 2017). En base a estas, una segunda linea de defensa
presente en la planta son los receptores de resistencia intracelular y a veces extracelulares (Stotz et
al., 2014), que reconocen directamente efectores especificos o indirectamente sus efectos de
interaccion en los componentes de la célula hospedera. Esto activa una respuesta conocida como
inmunidad activada por efector (ETI) (Lolle, Stevens y Coaker, 2020). Estos receptores o genes de
resistencia son los que normalmente se emplean en los programas clasicos de mejoramiento
(Lacombe et al., 2010; Jubic et al., 2019; Lolle, Stevens y Coaker, 2020). Los receptores mas
abundantes caracterizados hasta la fecha comprenden una sola familia que codifica proteinas del
receptor multidominio intracelular que llevan un sitio de unioén a nucleétidos (NBS) y un dominio
de repeticidn rico en leucina (LRR). Estos se conocen como receptores inmunes NLR (Borrelli et
al., 2018; Aradjo et al., 2020; Lolle, Stevens y Coaker, 2020). Es importante también tener en
cuenta que excepciones a la regla y que no todos los efectores, son translocados dentro del
citoplasma celular y algunos podrian ser reconocidos en el apoplasto por receptores extracelulares
estructuralmente similares a PRRs (Kanyuka y Rudd, 2019; Wan et al., 2019). La activacion de esta
via induce una respuesta inmune robusta, que a menudo se acompafia de una respuesta de
hipersensibilidad (HR) que genera muerte celular en el sitio de la infeccion que especialmente
dificulta la propagacion de patdgenos bidtrofos y hemibidtrofos (Schwessinger y Zipfel, 2008). A
su vez, la seleccion natural en los hongos lleva a evitar la ETI, ya sea perdiendo/alterando el efector
de avirulencia o ganando efectores adicionales (Stergiopoulos y de Wit, 2009; Zipfel, 2009).
Curiosamente, aunque los PRR y los NLR son estructuralmente diferentes y se localizan en
compartimentos subcelulares distintos, la respuesta que desencadenan comparte vias de

sefializacion como las del Ca +, proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK), especies
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reactivas de oxigeno (ROS) y la sefializacion por fitohormonas (Derksen, Rampitsch y Daayf, 2013,;
Birkenbihl, Liu y Somssich, 2017; Kadota et al., 2019; Lolle, Stevens y Coaker, 2020).

La colonizacion por hongos biotrofos con interaccién compatible con su huésped se rigen
por cientos de moléculas efectoras secretadas (Lo Presti et al., 2015; Selin et al., 2016). Estas
proteinas se secretan al apoplasto o a interfaces biotroficas especializadas como haustorios, asi
como también se pueden translocar dentro de las células huésped (Zipfel, 2009). Consisten entre
otras de enzimas hidroliticas, proteinas toxicas y moléculas pequefias, con la funcién de suprimir las
respuestas de defensa de las plantas y modular la fisiologia de las plantas para acomodar a los
invasores fungicos y proporcionarles nutrientes (Stotz et al., 2014). Entre otras, lo logran mediante
la inhibicién de las enzimas liticas secretadas por el huésped, la modulacion del sistema de
ubiquitinacién de la planta, la autofagia y el bloqueo de la exposicion de la quitina (una de las
principales PAMP flngica) a su receptor correspondiente (Irieda et al., 2019). En general, los
efectores se expresan sélo después del contacto con la planta. Su perfil de expresion esta
estrechamente ligado a los diferentes estadios de infeccién y puede verse afectado por el tipo de
célula y/u érgano que se estd infectando. El repertorio flngico de las proteinas secretadas que
participan en la interaccion hongo-planta probablemente influye el estilo de vida del hongo vy el
nivel de especializacién del huésped (Lo Presti et al., 2015; Kim et al., 2016). Si bien la
identificacion de proteinas secretadas generalmente no es un problema mediante analisis in silico
del genoma flngico, la clasificacion de las proteinas efectoras secretadas a menudo implica
diferentes criterios y enfoques bioinformaticos que evitan las comparaciones directas. El punto de
partida para las investigaciones sobre la evolucion y la actividad molecular de los genes efectores
fangicos a menudo comienza con el analisis del genoma fangico y la prediccion de las proteinas
secretadas. Esto incluye tanto proteinas que se liberan en el medio circundante, asi como las que
permanecen unidas a la membrana o la pared celular (Sperschneider, Peter N. Dodds, et al., 2015;
Derbyshire et al., 2017). La aproximaciéon de la prediccidon in silico del secretoma ofrece la
oportunidad de predecir proteinas que pueden secretarse antes de realizar analisis mas costosos y
complejos (Sonah, Deshmukh y Belanger, 2016). La prediccion del secretoma se basa en la
identificacion de sefiales de secrecion en la secuencia N-terminal (péptido sefial, SP) en las
proteinas correspondientes a modelos de genes gque se anotan automéaticamente en una secuencia del
genoma (Sonah, Deshmukh y Bélanger, 2016). A su vez la secuencia SP en proteinas secretadas
puede usarse para predecir la ubicacion subcelular de una proteina mediante métodos in silico.
Otros puntos importantes para la prediccion es determinar la presencia de dominios transmembrana
y la capacidad de generar anclajes glicosilfosfatidil inositol (GPI-anchor) (Girard et al., 2013; Lo
Presti et al., 2015).
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Con frecuencia, las proteinas efectoras se definen como pequefias proteinas secretadas
(menores a 300 aa) con estructuras terciarias estabilizadas mediante puentes disulfuro y ricas en
cisteinas. Sin embargo, proteinas mas grandes también pueden actuar como proteinas efectoras vy,
por lo tanto, 300 aa es un criterio bastante arbitrario (Lo Presti et al., 2015). Debido a estas
ambigledades en la definicién de proteinas efectoras, hasta se podria considerar que cualquier
proteina fungica secretada puede actuar potencialmente como efectora (Lo Presti et al. 2015). Una
de las caracteristicas de las proteinas efectoras, es la falta de similitud de secuencia clara con
proteinas de funcidn conocida (Stotz et al., 2014; Vincent, Rafigi y Job, 2020). Se cree que esto es
la consecuencia de la presion evolutiva que impulsa la rapida diversificacion de las actividades
efectoras en las células huésped para optimizar la funcién y/o evitar el reconocimiento por parte del
sistema inmune innato (Plissonneau et al., 2017; Benevenuto et al., 2018). La dificultad frecuente
para reconocer motivos comunes que indican la funcién o actividad de los efectores puede deberse a
que pocos de ellos tienen actividad enzimatica o la ausencia de dominios conocidos para la
interaccion directa con factores del huésped (Lo Presti et al., 2015). Ademas, muchos efectores son
proteinas pequefias y por lo tanto, su rapida diversificacion daria como resultado una pérdida de
similitud de secuencia (Franceschetti et al., 2017). Muchos genes que codifican para efectores
estudiados son especificos de cada especie o0 incluso cepas-especificos (Ej: Heard, Brown y
Hammond-Kosack, 2015; Anderson et al., 2017; Molin et al., 2018; Peng et al., 2019). Sin
embargo, varios efectores también se conservan a lo largo de varias especies de hongos y tienen
roles aparentemente similares en la patogénesis en plantas (Jonge, Bolton y Thomma, 2011; de
Jonge, 2012; Diaz-Trivifio et al., 2017). Los hongos biotroficos tienen una mayor proporcién de
efectores predichos especificos de la especie, asi como menor nimero de enzimas activas en
carbohidratos (CAZymes) que los hongos hemibiotréficos y necrotréficos (Lo Presti et al., 2015;
Kim et al., 2016; Plissonneau et al., 2017).

3.1.2.1. C. paspaliy la interaccion con su hospedero

Especificamente, C. paspali es clasificado como un biotrofo facultativo (Lo Presti et al.,

2015) y su colonizacion no muestra un modo de crecimiento necrotréfico en ninguna fase de la
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infeccion temprana, causando una "enfermedad de reemplazo de tejido". Esto se debe a que no mata
las células huésped durante la colonizacion, aunque la muerte celular se induce inevitablemente
después de un tiempo durante el desarrollo del escleroto (Tudzynski y Scheffer, 2004; Hinsch et al.,
2015). Durante la fase de penetracion de C. paspali al igual que C. purpurea, crece principalmente
intercelularmente (Luttrell, 1977; D’ Esposito y Lopez, 2001). Por lo tanto, una secrecion de
efectores en el apoplasto de la planta, asi como la translocacién en la célula huésped podria ser
posible en esta etapa. De hecho, al menos una proteina secretada ha sido determinada como
apoplastica en C. purpurea (Oeser et al., 2017). No se ha documentado que C. paspali produzca
estructuras intracelulares especializadas, como haustorios, lo que sugiere que la interaccion con la
planta puede ser predominantemente a través del apoplasto. Aunque, se ha demostrado que C.
purpurea tiene hifas que crecen intracelularmente cubiertas por la membrana plasmatica del

huésped, y podrian tener funciones de haustorios (Tudzynski y Tenberge, 2003).

La interaccion de C. paspali con sus hospederos no se ha abordado hasta el dia de hoy, sin
embargo, en C. purpurea si se ha abordado recientemente con una aproximacion transcriptémica, en
donde se estudio la expresion de genes luego de le infeccion con este hongo en ovarios jévenes de
Secale cereale (Oeser et al. 2017) y Brachipodyum distachyon (Kind et al. 2017). En estos trabajos
se demostrd que ambos hospederos desarrollan la infeccion, pero a su vez reconocen la presencia
del hongo. Esto se determind ya que los genes relacionados con la defensa en la planta estan
regulados positivamente, especialmente varios genes relacionados con la patogénesis (PR) como
PR-1, PR-2 y PR-5, asi como también genes involucrados en la sefializacion de fitohormonas como
auxinas y citoquininas. Sin embargo, no existe una reaccion efectiva de defensa de la planta por lo
que se apunta a un papel de los efectores en la modulacion de esta respuesta. En C. paspali, el
primer informe sobre la prediccion in silico del secretoma y efectores fue realizado por Lo Presti et
al. (2015). Los autores predijeron 474 proteinas secretadas basadas en la versién del genoma de este
hongo publicada por Schardl et al. (2013). El secretoma predicho in silico incluyé el 7,6% del total
de las proteinas predichas en el genoma y 407 de estas proteinas secretadas podrian clasificarse
como glicosil-hidrolasas (GH), oxidorreductasas, peptidasas y esterasas-lipasas (Lo Presti et al.,
2015). Sin embargo, este nimero de proteinas podria ser una sobreestimacion del ndmero real de
proteinas secretadas debido a que los autores usaron Unicamente una herramienta para cada uno de
los puntos a tener en cuenta para la prediccion (Oeser et al., 2017). Hoy en dia no existen datos
experimentales sobre el secretoma en esta especie que corroboren los datos predichos in silico, asi
como tampoco hay datos de expresion in planta del hongo, que podrian a dar luz cuéles de estas
proteinas predichas efectivamente pueden estar siendo expresadas durante la infeccion.
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Numerosos trabajos se han realizado en C. purpurea para la determinacion de factores de
patogenicidad importantes para la virulencia de esta especie. El proceso de infeccion de C.
purpurea en flores de centeno se acomparfia de una degradacion de la pectina de la pared celular y la
actividad de la poligalacturanasa cppgl/2 ha sido demostrado como un factor de patogenicidad en
esta especie (Oeser et al., 2002). La actividad de enzimas hidroliticas como las enzimas degradantes
de la pared celular vegetal (EDPCV) y peptidasas son otros factores ampliamente reportados en
hongos bidtrofos. En el primer paso de la invasion, los patégenos necesitan EDPCV para facilitar la
penetracion. Muchos bioétrofos patdgenos usan una combinacién de presion de turgencia y EDPCV
para romper la pared celular sin afectar la viabilidad de la célula huésped, mientras que los bidtrofos
beneficiosos dependen en gran medida de las enzimas que “aflojan” la pared celular del huésped
(Lo Presti et al., 2015). C. paspali al igual que los hongos biotréficos tiene repertorios limitados de
enzimas para la degradacion de los polisacaridos de las plantas en comparacion con otros patdgenos
fangicos como los necrotréfos (Christian P Kubicek, Starr y Glass, 2014; Zhao et al., 2014; Lo
Presti et al., 2015; Ah-Fong, Shrivastava y Judelson, 2017). En el caso de C. purpurea la
penetracion directa de las paredes de las células en numerosas gramineas demuestran que este
hongo se adapta bien al habitat de las paredes celulares de las monocotiledoneas, e indican que el
patogeno utiliza EDPCV secretadas de forma bien controlada (Oeser et al., 2002; Mey et al., 2003).
Las gramineas han desarrollado un tipo especial de pared celular del ovario que contiene bajas
cantidades de pectinas y cantidades considerablemente altas de glucuronoarabino-xilanos (GAX)
ademas de la mayor porcién de polisacaridos de la celulosa (Carpita y Gibeaut, 1993). Se preve que
xilanasas y celulasas, pero también pectinasas, sean necesarias para descomponer los principales
componentes de la pared celular durante la infeccion. Ademés de las EDPCV vy las enzimas que
degradan la pectina, varios componentes de sefializacion como MAP quinasas (Oeser et al., 2002;
Mey et al., 2003), la produccidn de especies reactivas del oxigeno (ROS) que generan las NADPH
oxidasas (Schirmann et al., 2013), asi como las citoquininas producidas por el hongo (Kind et al.,
2018), han demostrado ser esenciales para una infeccidn exitosa por parte de C. purpurea. Ademas,
dos factores resultaron ser de especial interés para la interaccion C. purpurea-centeno. Estos son el
factor de transcripcion Cptfl (un homdlogo de la proteina Apl de levadura) y la GTPasa Cpcdc42.
También se ha determinado que el sistema de efectores es altamente redundante, siendo dificil
determinar genes de importancia para su patogenicidad. Ademas, algunos de los genes efectores son
altamente expresados durante la infeccion, entre los que se incluyen pequefias proteinas secretadas
que podrian estar involucradas en enmascarar el ataque fungico o interferir con las reacciones de
defensa del huésped en donde al menos una ha sido demostrada como una proteina apoplastica
(Oeser et al., 2017).
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3.2. MATERIALES Y
METODOS



3.2.1.  Material vegetal y condiciones de crecimiento

Las plantas de Chirt fueron provistas por Dr. Ing. Agr. Rafael Reyno en el mes de abril de
2017 provenientes de INIA Tacuarembd. Estas plantas fueron utilizadas como fuente de material
vegetal para todos los experimentos. Plantas individuales se cultivaron en cdmara (Fig. 4) en
condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo controlado (30°C, 16hrs luz / 27°C, 8hrs

oscuridad) segun descrito por Giordano et al. (2014).

Figura 4. Material vegetal utilizado de Chird. A - Espiguillas pre-antesis, con estigmas ubicados por dentro de
las glumas. B — Espiguillas post-antesis con estigmas y estambres por fuera de las glumas. C — Chir en camaras de

crecimiento con fotoperiodo controlado.

3.2.2.  Inoculacion con C. paspali
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Durante el verano 2017-18, las inflorescencias de estas plantas se inocularon con conidios
de C. paspali, utilizando técnicas similares a las reportadas por Luttrell (1977) y Schrauf y
Cornaglia (2003). Se prepar6 una suspension de conidios de C. paspali a partir de la mielecilla
diluida en agua de plantas infectadas naturalmente en el campo. Esto se realiz6 de esta formay no a
partir de un cultivo en placa monosporico debido a que no se contaba con aislamientos que tuvieran
la capacidad de esporular in vitro. Ademas, se ha reportado que la infeccion a partir de esporas
provenientes de diferentes cepas ayuda a una mejor evaluacion de infeccién por parte de los
cultivares (Darlington, Mathre y Johnston, 1977; Menzies et al., 2017). Temprano en la mafiana
(08.00 a 09.00 h), las inflorescencias aproximadamente un dia después de la antesis fueron
inoculadas mediante pulverizacion varias veces con la suspension de conidios total ajustada a 10°
conidios/ml. Para evitar la contaminacién cruzada y mantener una humedad relativa alta para
beneficiar el desarrollo de la infeccion (Luttrell, 1977), las panojas infectadas se cubrieron con

bolsas de plastico humedecidas con agua, directamente después de la inoculacion (Fig. 5).

Figura 5. Proceso de inoculacién e infeccién. A - Inoculacion y embolsado para mantener humedad relativa
alta y evitar infeccién cruzada. B — Infeccién en Chir( luego de 10 dpi donde se puede ver la formacidn de miel

caracteristica de la infeccion con C. paspali.

3.2.3.  Recoleccion de material vegetal
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Debido a que el estigma es el érgano critico para el ingreso de las esporas de C. paspali, y
donde la infeccion toma el primer contacto con su huésped, se selecciond este tejido para su
muestreo durante la infeccion. Para ello se realiz un pool de aproximadamente 400-450 estigma-
estilo (EE) en un periodo aproximado de 1 a 4 dias post-antesis que servirian como control negativo
de infeccidn. Estas estaban en su mayoria en las etapas 3 y 4 definidas por Burton (1942). Estos EE
se podian encontrar con o sin polen ya que en algunos casos se apreciaba la presencia de este en el
estigma. Las muestras de EE durante la infeccion con C. paspali se recolectaron en dos momentos
en la etapa temprana de infeccion, 1y 4 dias después de la inoculacion (dpi), cuando todavia no ha
ocurrido la produccion de mielecilla (Fig. 6). Para ello también se recolectaron aproximadamente
400-450 EE por tiempo.

Etapa temprana

0 dpi 1 dpi 4 dpi 6 -7 dpi 3-4 semanas
Esporas llegan al Esporas germinan vy la hifa Masa de hifas ~ Comienza la produccién de  Desarrollo del
estigma baja por el estilo hasta llegara  (estroma) mielecilla y conidios. Espacio  escleroto
la base del ovario. rodean el Ovario-gluma totalmente
ovario. colonizado por hifas de C.
paspali

Figura 6. Esquema del desarrollo de la infeccion de C. paspali en P. dilatatum en base a lo descrito por
Luttrell (1977) y D’ Esposito (2001). dpi: dias post-infeccion. Esquemas tomado y modificado de Rolke y Tudzynski
(2008).

A su vez para la identificacién de transcriptos especificamente expresados en el EE se
recogieron muestras de 400-450 EE pre-antesis, que todavia se encontraban dentro de las glumas
(Fig. 4). Asimismo, se colectaron muestras de aproximadamente 400-450 estambres sanos 1 a 4

dias después de la antesis y pool de 4 hojas a diferentes a etapas de maduracion.
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Todas las muestras se colocaron en ARNstable inmediatamente luego de ser recolectadas y
se almacenaron a 4° C hasta su posterior uso. Cada repeticion de tejido muestreado corresponde a
una planta individual. Para las muestras de EE infectado se utilizd 1 racimo como testigo por panoja

infectada para corroborar que la infeccion se desarrolle con normalidad.

3.2.4. Extraccion de ARN total

La extraccion se realiz6 con el kit de extraccion RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Alemania)
de acuerdo con especificaciones del proveedor. Los tejidos (no mas de 1 mg) fueron desintegrados
en presencia de bolas de silica pretratadas con agua con 0.1% DEPC (Sigma, Alemania) y nitrogeno
liquido para evitar la degradacion del ARN. Luego se le afiadio Buffer de lisis de ARN para su
homogenizacion utilizando un TissueLyzer durante 30s a 30Hz. Posteriormente, la solucién
resultante se paso a través de columnas QIAshredder™, las cuales retuvieron moléculas biologicas
grandes, permitiendo el paso del ARN. La muestra de ARN se diluy6 con etanol al 50%, esta
mezcla fue transferida a una nueva columna RNeasy Mini spin™., Se realizaron 2 lavados
posteriores de la columna y finalmente el ARN fue suspendido en agua libre de DNasa y ARNsas

tratada con DEPC en un volumen de 40 pL.

La concentracion de ARN vy la calidad se determinaron utilizando el Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Se seleccionaron muestras con un Numero de Integridad

del ARN (RIN por sus siglas en inglés) superior a 6 para su posterior secuenciacién (Tabla 2).

3.25.  Generacion de librerias y secuenciacion del ARNm

El ARN total extraido se precipité utilizando ARNstable (Biomatrica, Espafia) y se envio a
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Agribio Center en la Universidad de La Trobe, Melbourne, Australia para la generacion de librerias
de ARNm y posterior secuenciado como parte de la colaboracion con el Dr. German Spangenberg.
Alli, la preparacion de las bibliotecas se realizo utilizando el kit lllumina TruSeq (lllumina, San
Diego CA) de acuerdo con el protocolo del fabricante. A partir del ARN total se procedié a la
purificacion de los ARNm mediante perlas magnéticas cubiertas de estreptovidina, este proceso
purifica las moléculas de ARNm conteniendo extremos terminales poli-A usando oligo-dT unido a
las perlas mediante 2 rondas de purificacion. Durante el segundo ciclo de elucion del ARN
atrapado, este es fragmentado y preparado para la sintesis de ADNc. Se genero una biblioteca para
cada muestra de tejido sano e infectado, con el fin de que cada muestra quede con un adaptador
diferente. Se prepararon 18 bibliotecas con sentido individuales. La posterior secuenciacion se
realiz6 utilizando la tecnologia HiSeq 3000 de Illlumina (lllumina, Inc., San Diego, CA). Se
secuenciaron tres réplicas bioldgicas de cada tejido y se generaron lecturas de ambos extremos
(paired-end) de 150 pb.

3.2.6.  Control de calidad de reads obtenidos y recorte de secuencias por
calidad

Una vez obtenidas las lecturas de secuencias (reads crudos) se empled el programa FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) version 0.11.2, el cual permite evaluar
la distribucion de valores de calidad asociados a los nucledtidos en un formato resumido y graficado
de la informacion. El rango de calidad por base se encuentra entre 0 y 30 (phred score), donde a
mayor valor sera menor la probabilidad de error. Para analisis posteriores es importante recortar
bases con mala calidad, y posibles adaptadores que no se hayan eliminado. Los parametros
utilizados en Trimmomatic VV0.33 (Bolger, Lohse y Usadel, 2014) para recortar los reads crudos,
asi como para eliminar los adaptadores, se configuraron de la siguiente manera: ILLUMINACLIP:
2: 25: 10, LEADING: 3, TRAILING: 3, VENTANA DESLIZANTE: 4:15, MINLEN: 75. Los
resultados de métricas de calidad de los reads se obtuvieron de todas las muestras en un solo

informe para una comparacion facil con qQCReport de QuasR (Gaidatzis et al., 2015). A su vez se
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examino la presencia de contaminacion por ARNr mediante la busqueda de homologia contra bases
de datos de ARNr SILVA (Quast et al., 2013) utilizando la herramienta de mapeo Bowtie2 v2.2.5
(Langmead y Salzberg, 2013).

3.2.7.  Ensamblado de novo de transcriptos de Chiru

Para capturar la mayor cantidad de transcriptos y complejidad del transcriptoma de Chira se
agruparon todas las muestras (Tabla 2) post filtrado por calidad. Para separar los reads
provenientes de la planta y los provenientes de C. paspali en las muestras post-infeccion con C.
paspali se procedié a mapear todos los reads de estas muestras con el borrador de genoma de C.
paspali cepa RRC-1481 (NCBI Numero de Acceso GCA_000223175.2). Para el mapeo se utilizo el
paquete STAR (Dobin et al., 2016). Se gener6 un archivo “.bam” con los reads mapeados y los
reads no alineados (con ambos PE reads sin alinear) que pertenecerian a Chir se mantuvieron en
FASTQ.

Posteriormente a este filtrado, todos los reads pertenecientes a Chira fueron ensamblados
para generar una referencia de novo, ya que hoy en dia no se cuenta con un genoma secuenciado
disponible en bases de datos publicas para esta especie, ni de ninguna especie del género Paspalum.
El ensamblado de novo del transcriptoma se realizo con el software Trinity (Haas et al., 2013) y
CLC Workbench 11 (Qiagen, Alemania). En el caso de Trinity se utilizaron tres k-mer diferentes
15, 24 y 25 para realizar el ensamblado. La normalizacién in silico de los reads se utilizé debido a
la gran cantidad de reads de entrada, para mejorar la eficiencia del ensamblaje y reducir los tiempos

de ejecucion. En el caso de CLC Workbench 11 se utilizaron los valores de ensamblado por defecto.
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3.2.8.  Estadisticas del ensamblado de novo y evaluacion de su

integridad.

Se utilizaron enfoques diferentes para evaluar la calidad de cada transcriptoma ensamblado.
Las estadisticas generales del ensamblaje se determinaron usando el script ‘TrinityStats.pl' provisto
con el paquete Trinity, asi como los paquetes Transrate (http://hibberdlab.com/transrate/) y la
herramienta RSEM-Eval de Detonate (http://deweylab.biostat.wisc.edu/detonate/). A su vez, se
determind el porcentaje de precision de cada ensamblado, que se evalud determinando el porcentaje
reads que podrian asignarse de nuevo a las transcriptos ensamblados. Para esto, se generaron
indices usando Bowtie2-build y Bowtie2 v2.2.5 (Langmead y Salzberg, 2013). para mapear las
lecturas contra cada ensamblado y proporcionar la métrica de precision. Finalmente, evaluamos la
integridad de cada transcriptoma ensamblado en términos de genes esperados con BUSCO v3.0.1
(Siméo et al., 2015) y utilizando “Embryophyta_odb9" como base de datos del grupo BUSCO con
1440 genes.

3.2.9.  Unamejora en el ensamblado de novo

Para obtener un transcriptoma ensamblado de novo con el mayor nimero de transcriptos
representativos de la especie, se procedio a realizar un BLASTx (Camacho et al., 2009) contra la
base de datos UniRef90 de Swissprot de Viridiplantae. Se selecciono la referencia ensamblada de
novo con mejores valores obtenidos por los paquetes para evaluar su completitud (BUSCO,
Detonate RSEM-EVAL, Transrate) y se le agregé a esta los transcriptos de las otras referencias con
BLAST-hits que no estaban presentes en la referencia ensamblada seleccionada. Luego se procedio
a eliminar transcriptos redundantes utilizando el paquete CD-HIT-EST (Li y Godzik, 2006),

utilizando una similitud del 95%.

El ensamblado final resultante se verificd adicionalmente para detectar la contaminacion con
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secuencias de bacterias, hongos e insectos. Para ello se realizé un BLASTX contra una base de datos
obtenida de UniRef90 SwissProt de: Taxid: Bacteria, Taxid: Insecta, Taxid: Fungi. Los contigs que
tienen una similitud de secuencia significativa (cut-off E-valor <10e®) y que presentaran un E-valor
menor a un BLAST hit contra la base de datos de Viridiplantae se eliminaron del transcriptoma

final.

3.2.10. Obtencion de genes codificantes de proteinas del genoma de C.

paspali

Para la determinacion de los genes que codifican proteinas en el genoma de C. paspali, se
utiliz6 el protocolo FUNGAP (Min, Grigoriev y Choi, 2017). La prediccion génica con el protocolo
FUnGAP se usd con una combinacion de predicciones ab initio, el ensamble de novo de los
transcriptos y proteinas de tres Clavicipitaceae relacionadas: C. purpurea cepa 20.1, Metarhizium
rileyi (GCA_000223055.1) y Pochonia chlamydosporia cepa 123 (GCA _000411695. 2).
AUGUSTUS (Hoff y Stanke, 2013) fue entrenado en un conjunto de genes de alta confianza
predichos para Fusarium graminearum. Se utilizaron las lecturas de ARN-seq mapeadas al genoma
de C. paspali RRC-1481 para el ensamble de novo de los transcritpos. Todo el protocolo se realizd
segun lo especificado en la documentacion de FUNGAP. La completitud de la prediccion también se
analizé con BUSCO v3.0.1.

3.2.11. Prediccidn de proteinas secretadas en el genoma de C. paspali
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Para la prediccion de péptidos sefial de secrecion (SP), se utilizo el servidor web Phobius
(Krogh, Sonnhammer y Ka, 2007) y SignalP v5.0 (Armenteros et al., 2019). Para excluir las
proteinas de membrana, se utilizd el servidor web TMHMM v2.0 (mé&x. 1 PredHel dentro de los
primeros 60 aminoacidos) (Krogh, Sonnhammer y Ka, 2007) en combinacion con la prediccion del
dominio transmembrana (TM) por Phobius (no se predijo TM). Hay que tener en cuenta que las
predicciones de dominio TM por TMHMM dentro de los ultimos 70 residuos de aminoacidos del
extremo N-terminal de una secuencia de proteina no se consideraron ya que TMHMM a veces
puede predecir péptidos sefial como dominios TM como falsos positivos. Para excluir secuencias
que contienen un SP, pero permanecen en el reticulo endoplasmico, todas las secuencias secretadas
predichas se escanearon en busca de motivos de retencion de la base de datos PROSITE (PS00014
ER_Targeting) con el servidor web ScanProsite (de Castro et al., 2006). Se usaron versiones web de
WolfPSort (tipo de organismo: hongos) (Horton et al., 2007), TargetP 2.0 (Armenteros et al., 2019)
y ProtComp (Softberry) para predecir la localizacion subcelular de las proteinas. El servidor de
prediccion PredGPI (modelo general) (Pierleoni, Martelli y Casadio, 2008) se usO para predecir
proteinas secretadas que contienen un ancla GPI. Debido al uso de al menos dos herramientas para
inferir la presencia de péptido sefial, dominio TM y localizacion subcelular, la decision de presencia
0 ausencia se toma en base a que la prediccién sea positiva 0 negativa en al menos 2 de las

herramientas.

Para la prediccion de proteinas secretadas de manera de no convencional o clasica (PSNC),
se utilizd un protocolo basado en Vivek-Ananth et al. (2018) con ligeras modificaciones. Se realizo
un BLASTp (cut-off Evalor <10e™®) de todas las proteinas sin dominios SP, TM, sefial ER y anclaje
GPI de C. paspali RRC-1481 contra una base de datos de proteinas secretadas determinadas
experimentalmente. Esta base de datos se realiz6 a partir de todos los fitopatdgenos presentes en la
base de datos FunSecKB2 (Meinken et al 2014). Las proteinas que cumplieran estas caracteristicas

eran determinadas como PSNC.

3.2.12. Prediccion de factores de patogenicidad en el secretoma de C.

paspali
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Usando el secretoma predicho in silico de C. paspali, se definieron los efectores de cuatro
formas para abarcar diferentes caracteristicas previamente descritas (Ellis et al., 2009;
Stergiopoulos y de Wit, 2009; Sperschneider et al., 2015; Sperschneider et al., 2018). I) Proteinas
pequefias (PP) menores a 300 aminoacidos (aa); I1) PP ricas en cisteinas (PPRC) (mas de 4 cisteinas
en la secuencia y mas del 3% total de la secuencia aminoacidica); 111) Proteinas con motivos de
efectores de hongos u oomicetos conocidos (DEER, RXLR, RXLX [EDQ], [KRHQSA] [DENQ]
EL, [YW] XC y RSIVEQD) (Vivek-Ananth et al. 2018) usando el paquete FIMO de MEME con un
cut-off del Evalor de <le™; IV) EffectorP (http://effectorp.csiro.au/).

Algunas CAZyme son importantes durante la infeccion ya que son las encargadas de
descomponer los componentes de la pared celular de la planta, asi como los carbohidratos
complejos, permitiendo que los hongos accedan al huésped y faciliten la infeccion (Kubicek, Starr y
Glass, 2014). Se utilizé dbCAN2 (http://cys.bios.niu.edu/ doCAN2 /) con un cut-off en el Evalor de
10e-1% usando HMMER, Hotpep, DIAMOND para identificar todas las CAZymes dentro de las
posibles proteinas secretadas. Para ser determinado como CAZyme, al menos tiene que ser

determinado en dos de los modelos de blsqueda.

3.2.13.  Anotacion del ensamblado de novo de Chiru y del secretoma de C.
paspali

El programa Blast2go (B2G) version 2.5 con los parametros por default (Conesa et al. 2005)
se usoO para asignar a los contigs ensamblados de novo a una descripcion funcional. Para encontrar
homologias de proteinas, los contigs ensamblados de Chirt y los genes codificantes para proteinas
predichas para C. paspali cepa RRC-1481 se anotaron mediante BLASTXx (cut-off E-valor de 10°) y
BLASTp (cut-off E-valor < 10°) respectivamente, contra la base de datos de NCBI
nr/Swissprot/TreEMBL vy se clasificaron utilizando InterProScan v.5.19. Las familias de proteinas
Pfam, los dominios InterPro, la clasificacion de ontologia génica (GO) y las rutas metabdlicas se

recuperaron de las proteinas identificadas por BLAST utilizando el sistema de anotacion B2G. El
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mapeo Yy la anotacion se realizaron en Blast2GO utilizando los parametros predeterminados.

La ontologia génica describe el conocimiento del dominio bioldgico con respecto a tres
aspectos: Funcion molecular que son actividades a nivel molecular realizadas por productos
geneticos. Componente celular que son las ubicaciones relativas a las estructuras celulares en las
que un producto genético realiza una funcién, ya sea compartimentos celulares (p. Ej., Mitocondria)
o complejos macromoleculares estables de los que forman parte (p. Ej., EI ribosoma). Por altimo,
Proceso biolégico que son los procesos mas grandes, o “programas bioldgicos" logrados por

multiples actividades moleculares.

3.2.14. Expresion diferencial

Los reads provenientes de las muestras inoculadas con C. paspali se mapearon en el genoma
de C. paspali cepa RRC-1481 utilizando STAR guiados por el archivo GFF3 de anotacion obtenido
mediante el protocolo FUNGAP. En el caso de los reads de Chir( se realiz6 el mapeo a los
transcriptos de la referencia final utilizando Bowtie2 con los parametros por defecto.

Luego se procedio a realizar el conteo utilizando RSEM (Li y Dewey, 2014). El analisis de
expresion diferencial se realizd con EdgeR (Robinson, McCarthy y Smyth, 2009). EdgeR
implementa un rango de metodologia estadistica basada en la distribucion binomial negativa,
incluyendo estimaciones empiricas de Bayes, pruebas exactas y modelos lineales generalizados
(Robinson et al., 2010). Se tom6 una linea de corte de FDR o gvalor de 0.05 bajo el modelo "glm".
Para evitar genes de baja expresion en las diferentes condiciones, en los analisis con EdgeR solo los
transcriptos con valores de CPM mayores de uno en al menos tres muestras se retuvieron para los
analisis. Se normalizd en todas las condiciones mediante el método TMM. El anélisis de

enriquecimiento del término GO se realiz6 utilizando B2G con un limite de FDR de 10-3.

3.2.15. Validacion de genes seleccionados mediante RT-qPCR.
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La transcripcion reversa (RT) PCR se realiz6 utilizando el Superscript IV (Invitrogen) y 2
ug de ARN total como molde, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las reacciones qPCR
se realizaron con SYBR Green Supermix y Quant Studio 3 Cycler (Applied Biosystems). La
programacion, recopilacion de datos y los analisis se realizaron con el software QuantStudio Design
& Analysis version 1.5.0 (Applied Biosystems). Se seleccionaron 4 genes predichos como efectores
al azar y se disefiaron primers especificos (Anexo 1). La expresion de todos los genes fungicos
probados se normaliz6 en base a un gen de referencia, seleccionado posteriormente de analizar tres
candidatos vy-actina (ACT), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y el factor de
transcripcion 1-alfa (TEF) mediante RefFinder (http://www.leonxie.com/referencegene.php), una
herramienta web que integra los principales programas informaticos disponibles actualmente
(geNorm, Normfinder, BestKeeper y el método comparativo ACt). La expresion relativa se realizd
en base al método de 2DeltaDeltaCt (Livak y Schmittgen, 2001).
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3.3. RESULTADOSY
DISCUSION



3.3.1. Extraccion de ARN

Se realizaron un total de 80 extracciones de las cuales 18 muestras fueron seleccionadas para
su posterior secuenciacion (Tabla 2). De estas, 14 presentan una calidad moderada (RIN >6), 4 no
se pudo obtener un valor de RIN pero sus electroferogramas mostraban poca degradacion en los
picos correspondientes al ARN ribosomal (ARNr) 26S y 16S (Anexo 2). Si bien un valor éptimo de
RIN para la generacion de librerias y posterior secuenciacion seria un RIN mas elevado (>7), la
dificil obtencién de material como eran los estambres y estigmas y el buen perfil de los
electroferogramas de las muestras seleccionadas nos llevo a tomar la decisién de enviar a secuenciar

con estos valores.

Tabla 2. Diferentes muestras enviadas a secuenciar con su concentracién y RIN.

Tejido ID Concentracion (ng/ul) RIN
Estambres  Pasp-22 254 6.6
Estambres  Pasp-26 63 7
Estambres  Pasp-30 545 6.9

EE post-antesis ~ Pasp-24 258 7.6
EE post-antesis ~ Pasp-31 96 7.1
EE post-antesis ~ Pasp-79 175 n/a
EE pre-antesis Pasp-5 94 7.8
EE pre-antesis  Pasp-25 109 n/a
EE pre-antesis Pasp-9 98 n/a
EE pre-antesis ~ Pasp-83 185 n/a
Hoja  Pasp-80 145 n/a
Hoja  Pasp-81 140 6.5

EE 1dpi  Pasp-61 235 7
EE 1dpi  Pasp-66 233 7.2
EE 1dpi  Pasp-67 216 7.1

EE 4dpi  Pasp-42 302 7

EE 4dpi  Pasp-70 621 7

EE 4dpi  Pasp-72 245 7




3.3.2. Control de calidad y recorte de secuencias

Se determind el nimero total de reads y métricas de calidad de cada una de las 18 muestras
utilizando el programa FastQC. En total se obtuvieron 775.362.969 reads pareados de 150pb de longitud
sin procesar (reads crudos), con un promedio de 43.075.720 de reads por muestra. Posteriormente al
filtrado de calidad descripto previamente se obtuvieron un total de 739528742 reads limpios o filtrados.

En la Tabla 2 se muestra un resumen general de datos pre y post filtrado.

Tabla 3. Muestras y tejidos con sus respectivos reads pre y post filtrado

Tejido ID Reads crudos  Reads filtrados
Estambres Pasp-22 18139687 18041624
Estambres Pasp-26 10345503 10179551
Estambres Pasp-30 13342419 13159609

EE post-antesis (0 dpi)  Pasp-24 26547833 26405679
EE post-antesis (0 dpi)  Pasp-31 29929829 29743555
EE post-antesis (0 dpi)  Pasp-79 17262126 16987737
EE pre-antesis Pasp-5 22878473 22699348

EE pre-antesis Pasp-25 9721884 9639975

EE pre-antesis Pasp-9 8168556 7889433

EE pre-antesis Pasp-83 99448155 93651104
Hoja Pasp-80 15657549 15459367

Hoja Pasp-81 16379003 16245806

EE 1 dpi Pasp-61 17262126 16265497

EE 1 dpi Pasp-66 22878473 21955140

EE 1 dpi Pasp-67 9721884 9300962

EE 4 dpi Pasp-42 15657549 14845060
EE 4 dpi Pasp-70 165371156 155648812

EE 4 dpi Pasp-72 99448155 93651104
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3.3.3. Ensamblado de novo del transcriptoma de Chira.

Previo al ensamblado de novo del transcriptoma de Chird se procedio a eliminar los reads
pertenecientes a C. paspali de las muestras post-infeccion. En total se alinearon 229452322 reads
de a pares al genoma de C. paspali de la cepa RRC-1481 (Tabla 4), representando un promedio de
38242054 reads por muestra. Los reads de a pares no alineados al genoma de C. paspali en este

paso asumimos que representan parte del transcriptoma de Chird.

Tabla 4. Resultados de alineamiento al genoma de C. paspali de los reads de las muestras de EE de

Chiru post-infeccion.

Tejido ID Reads alineados % reads alineados % reads alineados en pares
EE 1dpi  Pasp-61 864185856 53.13% 49.04
EE1dpi  Pasp-66 403315922 18.37 16.3
EE1dpi  Pasp-67 166673239 17.92 15.7
EE4dpi  Pasp-42 286509658 19.30 17.06
EE4dpi  Pasp-70 8342776323 53.6 43.82
EE4dpi  Pasp-72 33377253,47 35.64 32.04

El escenario méas sencillo para estudios de expresion mediante ARN-seq son plantas
diploides con un genoma de referencia disponible. Las implicaciones de las decisiones de analisis
de datos se entienden con menos claridad en situaciones donde, por ejemplo, la especie de interés es
un poliploide, o la especie de interés no tiene un genoma de referencia (Paya-Milans et al., 2018).
En nuestro caso, nos presentamos ante un sistema con un organismo poliploide, sin genoma de

referencia y con tres genomios 1JX (Burson, Voigt y Evers, 1991), para lo cual tenemos dos
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opciones, o realizar un ensamblado de novo del transcriptoma o utilizar una especie cercana como
referencia. Al no contar tampoco con ninguna especie cercana con un genoma de referencia, se
eligio realizar un ensamblado de novo del transcriptoma de Chird. Para esto se utilizaron dos
softwares de ensamblado de novo con diferentes parametros y como input se utilizaron todos los
reads de las 12 muestras sanas y los reads no alineados al genoma de C. paspali obtenidos

anteriormente de las 6 muestras post-infeccion.

Los diferentes paquetes de ensambladores emplean diferentes algoritmos en la
construccién de contigs, por lo tanto, incluso cuando usan parametros similares, producen
ensamblados diferentes (Rana et al., 2016; Holzer y Marz, 2019). La comparacion de diferentes
resultados obtenidos en Trinity con resultados obtenidos con CLC Workbench 11 ya han sido
publicados en diferentes especies vegetales (Ej: Jain et al., 2016; Hoang et al., 2018). Como se
puede ver en la Tabla 5 los cambios en el tamafio de k-mer utilizado en el ensamblado con Trinity
afectaron las estadisticas de los contigs ensamblados y las métricas de calidad. La influencia del
tamafo de los k-mer en los conjuntos de contigs ensamblados en plantas ha sido ampliamente
estudiada en estudios previos en diferentes ensambladores, incluidos Trinity (Ej: Chopra et al.,
2014; Nakasugi et al., 2014; He et al., 2015; Cerveau y Jackson, 2016; Rana et al., 2016). El
numero de contigs ensamblados con Trinity mas bajo fue de 818505 obtenido con un k-mer 24. Un
aumento del tamafio de k-mer de 15 a 24, generd menos contigs ensamblados, mientras que los N50
y el promedio la longitud del contigs aumentaron. Sin embargo, el ensamblado por defecto (k-
mer=25) obtuvo el mayor nimero de contigs generados (incluso mayor al de k-mer 15) y un N50
menor al de k-mer 24. En comparacién con los resultados obtenidos con CLC con la configuracion
por defecto, el nimero total de contigs del conjunto de CLC fue 539905 (N50: 519 pb), por lo que
todos los ensamblados con Trinity tenian un mayor nimero de contigs que este. De todas formas,
CLC presento el tercer N50 mas bajo solo debajo del ensamblado con k-mer 15 de Trinity. La
longitud de los contigs y el N50 se pueden aumentar utilizando diferentes ensambladores o
ajustando la configuracion del ensamblado, sin embargo, estas métricas no reflejan la calidad real
del ensamblado de novo del transcriptoma (Rana et al 2016, O"Neil et al 2013, Hoang et al 2018).
Todos estos resultados son diferentes a los previamente reportados para un ensamblado de novo
utilizando Trinity para especies de Paspalum (Jia et al., 2015; de Oliveira et al., 2020; Wu et al.,
2020). Entre ellos encontramos resultados de P. vaginatum se ensamblo un transcriptoma de hoja y
espiguillas y se obtuvo un total de 342,165 transcriptos con una longitud promedio de 784 pb y un
N50 de 1339 pb, mientras que en P. notatum se obtuvieron 203808 transcriptos con una longitud
promedio de 750.5pb y un N50 de 906pb a partir de muestras de hoja, tallos y raices. El contenido

de GC de P. dilatatum es de aproximadamente 50.6% similar a la composicion de otros Paspalum
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(entre 47.6-53.4%).

Aproximadamente 800000 contigs es un nimero alto que puede no reflejar la realidad del
transcriptoma de Chir0. Si bien es mas una regla que una excepcion el alto nimero de contigs
ensamblados sobre todo con Trinity, esto podria llevar a pensar en una alta fragmentacion de los
contigs ensamblados. Este alto nimero de transcriptos ensamblados por Trinity se puede deber a
dos razones: i) la dificultad que puede traer ensamblar transcriptos de un organismo poliploide
como es Chira, 1) alto nimero de reconstrucciones falsas positivas ensambladas por Trinity. En el
primer caso, los genomas poliploides como el de Chird, que tiene 3 subgenomas (1JX) es de esperar
tres transcriptos para un mismo gen (al menos en los de copia Unica con 1 alelo que se derivan de
cada subgenoma). Esto, hay que sumarle que también existen transcriptos obtenidos a partir de
splicing alternativo (isoformas). Estos puntos generan un gran desafio tratindose de un ensamblado
de novo (Ungaro et al., 2017), lo puede llevar a que los ensambladores no puedan distinguir entre
reads que provienen de diferentes isoformas que llevan los mismos exones. Esto podia generar un
colapso de los homdlogos, que es cuando se ensamblan varios homologos en un solo transcrito
hibrido. También se puede dar la combinacién aleatoria de polimorfismos de nucleétido simple
(SNP) que ocurre cuando los SNP especificos de cada homologo se ensamblan en un homélogo al
que no pertenece (Kain, 2005). En general, esto lleva a que los ensamblados de novo de reads
cortos normalmente terminen identificando mas transcriptos de las esperadas, lo que puede
atribuirse no solo a la diversidad de ARN y la diversidad de isoformas en el transcriptoma, sino que
también a la limitacién en la recuperacion de transcriptos por parte del ensamblador (Chopra et al.,
2014; Paya-Milans et al., 2018). La segunda razon, puede ser debido a que Trinity usa un algoritmo
de enumeracién exhaustivo para buscar caminos que representen isoformas en el gréafico de Bruijn,
que hace que el algoritmo sea muy sensible a las isoformas por splicing pero sufre de tener altos
falsos positivos (Chang et al., 2015; Saggese et al., 2018). Estos altos falsos positivos pueden ser
contigs mal ensamblados que se agregan al transcriptoma aumentando también el numero de

contigs.

Una forma mas acertada de evaluacion de los ensamblados es utilizar métricas en base a
los paquetes RSEM-EVAL y TransRate (Holzer y Marz, 2019). Para obtener los puntajes de
RSEM-EVAL, el paquete precisa usar como referencia los tamarios de los transcriptos de especies
cercanas (ya que no existen estos datos para P. dilatatum) y el resultado de mapeo de los reads a los
contigs ensamblados. En nuestro caso, se utilizaron las medidas de los transcriptos de las gramineas
mas cercanas disponibles (Setaria italica y Panicum hallii) para la evaluacion con RSEM-EVAL.
Cuanto mas alto sea el puntaje RSEM-EVAL, mejor se considerara el ensamblado, aunque este

puntaje siempre sea negativo (Li et al 2014). Los ensamblados variaron su puntaje entre -
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36134081648.62 a -4167484684962 (Tabla 5). Estos se ordenaron en funcion de su puntaje de
RSEM-EVAL de menor a mayor, de la siguiente manera: CLC Workbench 11 > Trinity k-mer 15 >

Trinity k-mer 24 > Trinity k-mer 25. Con ambas evaluaciones (con el tamafio de transcriptos de S.

italica y de P. hallii) los resultados variaron minimamente en valor numeérico, pero no a la hora de

ordenar los valores de cada ensamblado de mayor a menor.

Tabla 5. Resultados de la evaluacién de cada ensamblado de novo realizado con Trinity y CLC Workbench 11

Trinity k-mer=15 Trinity k-mer=24  Trinity k-mer=25 CLC
Estadisticas ensamblado
N° de contigs 878725 818505 937217 539905
N50 (pb) 271 1264 1090 519
Promedio (pb) 277.56 752.57 701.66 452.11
Contenido GC 50.7 50.5 50.6 50.5
Métricas Calidad ensamblado
RSEM-EVAL (modelo S.
ialica) -38390225341.54  -41590892273.84 -41674846849.62 -36134082390.95
RSEM-EVAL (modelo P. hallii) -38390227341.22  -41590886943.73 -41674840296.25 -36134081648.62
Transrate 0.061 0.0978 0.0997 0.0907
Métricas alineado de a pares
Alineamiento total 70.3 77.6 79.66 18.6
Alineados 1 vez 30.1 16.9 21.9 13.6
Alineados multiples veces 40.2 60.7 57.8 5
Analisis BUSCO
Completo y copia Unica 46 248 152 400
Completo y duplicado 20 1094 1178 115
Fragmentado 508 62 75 461
Ausente 866 36 35 464
Transcriptos completos
>90% Swissprot
318 7350 7333 2726

(Taxid:Viridiplantae)

El puntaje de TransRate examina un ensamblado y lo compara con evidencia experimental

como las lecturas sobre las que se construyd el ensamblaje. El puntaje Optimo de TransRate
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obtenido sin referencias utiliza solo las lecturas que se usaron para generar el ensamblaje como
evidencia. Este puntaje captura la confianza que uno puede tener en lo contigs que se ensamblaron,
asi como la cobertura del ensamblaje. El puntaje minimo posible es 0.0, mientras que 1.0 es el
puntaje maximo. En nuestra evaluacion, los ensamblados variaron su puntaje entre 0.0997 a 0.061
(Tabla 5). Los ensamblados se ordenaron en funcién de su Transrate score de menor a mayor, de la

siguiente manera: Trinity k-mer 15 > CLC Workbench 11 > Trinity k-mer 24 > Trinity k-mer 25.

Se determin6 que a medida que el tamafio de k-mer usado en el ensamblado con Trinity
aumento, los puntajes obtenidos con Detonate RSEM-EVAL, TransRate y el porcentaje de reads
mapeados a la referencia ensamblada aument6 (Tabla 5). Los resultados de RSEM-EVAL vy
TransRate variaron de forma que el ensamblado con peor valor de RSEM-EVAL fue CLC y el de
peor valor de Transrate fue Trinity k-mer 15. Sin embargo, si hubo una concordancia entre el

ensamblado que tuvo la mayor puntuacion en ambas evaluaciones (Trinity k-mer 25).

Otro método comun para evaluar la precision de un ensamblaje de novo sin un genoma de
referencia es determinar el porcentaje de reads que pueden ser mapeadas nuevamente a los contigs
generados por el ensamblador. Los resultados para los cuatro ensamblados van desde 18.6 % a
79.66% (Tabla 5). Segln esta métrica, el ensamblado con Trinity k-mer 25 tuvo el mayor

porcentaje de mapeo (79.66%) y el ensamblaje de CLC tuvo el més bajo (18.6%).

En cuanto al anélisis en base a la alineacion de BUSCO contra 1440 proteinas conservadas
en el orden Embryophyta, mostré que no en todos los casos se exhibia un alto nivel de integridad
(>90%) como son los casos del ensamblado con Trinity k-mer 15 (40%) y de CLC Workbench 11
(78%). El ensamblado de Trinity con k-mer 25 obtuvo el mejor rendimiento, con la presencia de
1405 (97.6%) de ortélogos BUSCO, mientras que el ensamblaje de Trinity k-mer 15 mostré el peor
desempefio ya que ensamblo Unicamente 574 (39.9%). El ensamblador detectd muchos genes
BUSCO completos, aunque mas del 70% de la cantidad de genes completos se incluye varias veces
(completo y duplicado) en el ensamblaje. Esto podria ser el resultado de los sub-grafos en los que

Trinity se basa para detectar diferentes isoformas de una transcripcion (Grabherr et al 2011).

3.3.4.  Estrategia multi k-mer para ensamblado de novo del
transcriptoma de Chira.

50



Se aplicaron diferentes configuraciones (tamafio k-mer) y el uso de diferentes ensambladores
para maximizar el contenido de genes y transcriptos a incorporar en el transcriptoma final, como lo
sugieren varios estudios previos (Surget-Groba y Montoya-Burgos, 2010; Cerveau y Jackson,
2016). Esta estrategia de puede ser particularmente Gtil para muchas especies de cultivos poliploides
(Hoang et al., 2018), como es el Paspalum. Esto muestra el efecto de usar diferentes enfoques para
procesar contigs, ya que los conjuntos de datos resultantes son diferentes, partiendo del mismo set
de reads. Para el ensamblado de un transcriptoma, en el que la cobertura no es uniforme, el uso de
una mayor longitud de k-mer tedricamente dard como resultado un ensamblaje méas contiguo de
transcriptos altamente expresadas, permitiendo la recuperacion de fragmentos de transcriptos méas
largos, pero a costa de la diversidad de transcripcion. Por el contrario, los transcriptos con baja
expresion se ensamblan mejor si se usan k-mer mas chicos, que conducird al ensamblaje de
fragmentos de transcripcién numerosos y altamente fragmentados (Zerbino y Birney, 2008;
Gibbons et al., 2009). Dadas las diferentes caracteristicas de los transcriptos ensamblados con
diferentes longitudes de k-mer, combinar los resultados obtenidos con varias longitudes de k-mer en
un ensamblado final parece ser una forma prometedora de mejorar el ensamblaje de secuencias de
novo con niveles de cobertura muy variables (Surget-Groba y Montoya-Burgos 2010, Chopra et al,
2014).

Asumiendo las premisas anteriores, que cada k-mer y ensamblado puede beneficiar la
formacion de ciertos contigs y con esto proteinas diferentes, se procedi6 a agregar los contigs que
codifican para proteinas que no estaban presentes en la referencia que se usé como base. Esta fue la
referencia ensamblada con Trinity con un k-mer de 25 que obtuvo los mejores valores de puntajes
de Transrate y RSEM-eval y métricas de alineamiento. En base a esto, de los 937217 contigs
iniciales del ensamblado, se le agregaron 8728 del ensamblado Trinity k-mer 15, 5487 de Trinity k-
mer 24 y 3879 del ensamblado con CLC Workbench 11. Se hizo esto en vez de agrupar todos los
contigs ensamblados por cada ensamblador para eliminar la posibilidad de agregar contigs
artefactos que puedan haber sido ensamblados con cada uno de los pardmetros. Luego de esto se
us6 CD-HIT-EST con el fin de eliminar secuencias redundantes con un 95% de similaridad. Al final
de este proceso, se obtuvieron 828459 contigs. La eliminacién de secuencias redundantes solo
modificd ligeramente la longitud promedio de contigs y el N50 (Tabla 5), pero el nimero de
contigs disminuyd. Ademas, la agrupacion de contigs mejoré la evaluacién del ensamblado en todos
los sentidos como se puede ver en la Tabla 5. Esto estd de acuerdo con trabajos anteriores en
planta, como el de Surget-Groba y Montoya-Burgos (2010), Chopra et al, (2014) y Nakasugi et al.,

(2014). También se mejoro la cantidad de genes BUSCO que debian estar como copia unica, lo cual
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es esperable sobre todo porque estamos eliminando secuencias redundantes. A su vez, se disminuyd

la cantidad de genes fragmentados y los genes ausentes pasando de 35 a 31.

Tabla 6. Resultados de la evaluacion del ensamblado realizado con Trinity k-mer 25y el

ensamblado multi k-mer de Chir(

Trinity k-mer Ensamblado final (con
25 contaminantes)
Estadisticas ensamblado
Contigs 937217 828459
N50 1090 1014
Mediana 389 371
Promedio 701.66 680
Contenido GC 50.6 50.6
Métricas Calidad ensamblado
RSEM-EVAL (modelo Setaria -
italica) 4167484684962 08499682697
RSEM-EVAL (modelo Panicum )
hallii) 41674840296.2 -4168489345.86
5
Transrate score 0.0997 0.0999
Métricas alineado
Alineamiento total 79.66 83
Alineados 1 vez 21.9 221
Alineados multiples veces 57.8 60.9
Anélisis BUSCO
Completo y copia Unica 152 501
Completo y duplicado 1178 861
Fragmentado 75 47
Ausente 35 31
Transcriptos completos
>90% Swissprot
7333 7563

(Taxid:Viridiplantae)

Por ultimo, para obtener la referencia final también se procedié a eliminar posibles

secuencias contaminantes procedentes de hongos, insectos y bacterias que puedan haberse

ensamblado realizando un BLASTXx contra la base de datos UniRef90 armada Unicamente con
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secuencias de estos organismos. Con esto se eliminaron 88335 contigs dando un resultado final de

740234 contigs totales Unicamente de Chird.

3.3.5.  Anotacion funcional del transcriptoma ensamblado de novo de
Chira.

Del total de 740234 contigs, 206114 secuencias coincidieron con la base de datos de
proteinas UniRef90 Swissprot (Taxid: Viridiplantae), y 339256 con la base de datos UniRef90
TrEMBL (Taxid: Viridiplantae). En total fueron 344679 (46.7% de total) las secuencias que
tuvieron al menos un BLASTX positivo (hits). Esto es similar a lo obtenido en previos reportes en
P. notatum y P. vaginatum en donde 30.40% (de Oliveira et al., 2020) y 58.2% (Jia et al., 2015) de
los contigs ensamblados presentan similaridad con la UniProtKB/Swiss-Prot, y significativamente
menor a lo reportado en otro ensamblado de P. vaginatum en donde los hits fueron del 79.3% (Wu
et al., 2020). En total, 395555 contigs permanecieron sin resultados después de la busqueda en
ambas bases de datos de proteinas. Entre estos, se encontraron marcos de lectura abiertos (ORF)

completos mediante Transdecoder (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder, tamafio

minimo 100 aa) en 14491 contigs. Las secuencias que mostraron ORF completos sin anotacion
requieren una mayor investigacion ya que estas secuencias pueden representar genes gque aun no se
han descrito exclusivos de Chiru.

La mayoria de los hits (180768) y principales hits (48496) se atribuyeron a Brassicaceae,
familia a la que no pertenece el Paspalum (familia Poaceae). Mientras que las especies de los
géneros Sorghum, Panicum y Setaria que previamente en anotaciones del transcriptoma de P.
virginatum (Wu et al., 2020) mostraron ser las especies con mayores hits principales ocuparon los
puestos 8, 9 y 14 respectivamente en el total de hits y 8, 10 y 13 respectivamente en los principales
hits (Fig. 7). La razon de esto puede deberse a que al usar la UniRef90 como base de datos, es
importante tener en cuenta que esta base de datos toma las secuencias més largas de cada cluster de
proteinas presente, y tal vez las de este grupo (Brassicaceae) sean las méas larga en varios de estos

cluster y por lo tanto de ahi su sobrerrepresentacion y no la de especies mas cercanas. También hay
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que tomar en cuenta que esto no es un analisis filogenético y si de homologia contra una base de
datos dada y no necesariamente el grupo mas cercano filogenéticamente sean las méas representadas.

Los E-valores oscilaron entre 1e-5y 1e-50 (77%), seguidos por 13% de valores de 10e-50 a
10e-100, 10% de hits con E-valores de 1e-100 a 10e-180. Los resultados entre 1le-5y 1e-50 son
diferentes al 51%, 56.6% y 29.0% reportado por Wu et al (2020), Jia et al (2015) y Ortiz et al.,
(2017) respectivamente. Esta menor similaridad de Chird con relacién a otras especies de Paspalum
podria deberse a una divergencia evolutiva de esa especie que realizo un gran nimero de cambios
en las secuencias y con esto disminuyo el grado de similaridad entre secuencias homologas de las
especies representadas en la base de datos usada.

La anotacion funcional del ensamblado final se realizé utilizando los resultados de BLASTx
contra la base de datos Uniref90 Swissprot agregando los hits de Uniref90 de TrEMBL. También el
programa EggNOG asigné un total de 74,618 contigs a 11,853 grupos ortdlogos que se agregaron a
las anotaciones.

La Figura 8 muestra la distribucion de términos GO para los 203815 (27.5% del total)
contigs anotados por B2G, en donde los términos GO més abundantes fueron procesos metabdlicos
del ADN (proceso biologico), unién ATP (funcién molecular); y componente integral de membrana
(componente celular). Esto es bastante menor al 41.5% de transcriptos anotados en P. notatum (de
Oliveira et al., 2020).

54



Brassicaceae 14.08%

Otros 22.22%

Panicum 1.15%__

#BLAST Top-Hits

Panicum hallii 1.40%.
Brassicales 7.67%_
Panicoideae 1.66%

Paniceae 1.79%.
~—~Zea mays 6.58%

Oryza sativa Japonica Group 1.93%

Setaria <monocots> 2.02%~~

Dichanthelium oligosanthes 2.55%—
~——Arabidopsis thaliana 5.95%

Panicum miliaceum 2.86%
< Arabidopsis 4.91%

Poaceae 3.17%
Sorghum bicolor 3,25% Arundo donax 3.67%

PBrassicaceae 13.18%

Otros 27.31%_

#BLAST Hits

Panicoideae 1.16%_
_Arabidopsis thaliana 6.31%

Paniceae 1.37%.-
Setaria italica 1.39%
Panicum hallii 1.53%
Setaria <monocots> 1.92%

Dichanthelium oligosanthes 2.06%—

g3

Oryzinae 2.13
“\rabidopsis 5.24%

P ae

Oryza sativa Japonica Group 2. 77%/\’
Panicum miliaceum 2.80%

—""Arundo donax 3.18%
gorghum bicolor 2.90%

55



Figura 7. Graficos de resultados del BLASTx del ensamblado de novo del transcriptoma de Chirt. (A)

Distribucion de especies de los mejores hits y (B) de las especies con mayores hits. Las especies de mejores hits se

calcularon en base a alineamientos de secuencia con el E-valor mas bajo obtenido.
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Figura 8. Los 10 términos GO por categoria funcional con mayor nimero de secuencias en la referencia final

de Chird. Proceso bioldgico (PB), funcién molecular (FM) y componente celular (CC).
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3.3.6.  Anotacion del genoma de C. paspali y determinacién de posibles

proteinas secretadas y factores de patogenicidad

Se predijeron 8122 genes que codifican proteinas en el genoma borrador de la cepa RRC-

1481 de C.paspali con el protocolo de FUnGAP (Tabla 7). Este genoma contaba con 1128 contigs

con un tamario total aproximado de 30Mb. Previamente en base al borrador de genoma de C.

paspali publicado por Scharld et al (2013) se habian predicho 8830 posibles proteinas y puestas a

disposicion en http://csbio-1.csr.uky.edu/cpas2011/.

Tabla 7. Resumen de anotacion del genoma de C. paspali RRC-1481

Atributo Valores
Tamario genoma (Mb) 29.8
Regiones repetidas (% genoma) 22.2%
Genes codificantes de proteinas 8122
Promedios transcriptos (pb) 1587.3
Tamario promedio CDS (pb) 1384.1
Tamafio promedio proteinas (aa) 461.4
Tamarfio promedio exon (pb) 557.1
Tamarfio promedio intron (pb) 136.8
Densidad de gene (genes/Mb) 280.32

BUSCO

S 87.75%, D:1.0% F 5.93% M 5.32%

S = Genes copia Unica completos; D= Genes copia Unica duplicados; F = Genes copia Unica

fragmentados; M = Genes copia Unica faltantes
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Nuestra nueva anotacion suma nuevos paguetes para la anotacion como es el caso de
BRAKER (Hoff et al., 2016) y evidencia en base a los datos de ARN-seq de expresién in planta. En
comparacion con la anterior anotacion, se compartieron 5887 proteinas (con un BLASTp E-valor<
10189, Se realiz6 un analisis BUSCO de la anotacion dando como resultado la presencia del
88,75% de los grupos BUSCO completos (copia Unica o duplicada), mientras que el 5,93% solo se
recupera parcialmente y falta el 5,32%. La presencia de mas de un 90% de homdlogos a los genes
BUSCO (entre completos y fragmentados) puede dar una idea de que se recuperd una buena

proporcidn de los genes presentes en el genoma, a pesar de que este esta bastante fragmentado.

Tabla 8. Términos GO enriquecidos en el secretoma predicho para C. paspali RRC-1481

GO ID Nombre GO Categoria N° de secuencias
G0:0016787 Actividad hidrolasa FM 88
GO0:0005975 Procesos metabdlicos de los carbohidratos PB 33
G0:0004553 Actividad hidrolasa, hidrolisis de compuestos O-glycosil FM 32
G0:0016798 Actividad hidrolasa, actuando en uniones glicosil FM 32
G0:0008233 Actividad peptidasa FM 26
GO0:0070011 Actividad peptidasa, actuando en L-amino péptidos acidos FM 25
G0:0006508 Protedlisis PB 24
G0:0004175 Actividad endopeptidasa FM 15
G0:0016825 Actividad hidrolasa, actuando en uniones fosforo-nitrogenados acidos FM 12
G0:0008236 Actividad peptidasa del tipo serina FM 12
GO0:0017171 Actividad hidrolasa serina FM 12
GO:0005576 Regidn extracelular cC 11
G0:0000272 Procesos catabdlicos de los polisacéridos PB 8
G0:0005976 Procesos metabolicos de los polisacaridos PB 8
G0:0004252 Actividad endopeptidasas de tipo serina FM 8
G0:0004190 Actividad endopeptidasas de tipo aspartico FM 6
G0:0070001 Actividad peptidasa del tipo aspartico FM 6
G0:0030247 Uniones polisacaridos FM 4
G0:0030248 Uniones celulasa FM 3

FM = Funcién molecular; PB = Proceso bioldgico; CC = Componente celular.

Un total de 6727 proteinas aproximadamente el 82% del total de las proteinas predichas
mostraron resultados de homologia (E-valor <10°) en una busqueda contra la base de datos

UniRef90, y a 5320 se les asigno al menos un término de ontologia génica (GO). La distribucion de
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las especies de mayor éxito de BLASTp mostrd que la mayor homologia es con proteinas de C.
purpurea (43%). Este resultado es esperado ya que C. purpurea es la especie mas cercana con la

que se cuenta la mayor informacion de secuencia.

Las 8122 proteinas predichas fueron la base para la prediccion del secretoma (a partir de
ahora se asumira como secretoma a todas las proteinas predichas que cumplan con las condiciones
marcadas en el punto 3.2.11). Utilizamos una aproximacion para la determinacién del secretoma in
silico en donde la combinacion de programas de prediccion en cada paso del proceso aumenta la
especificidad, pero disminuye la sensibilidad. Esto hace que se excluyan falsos positivos y se
pierdan verdaderos positivos debido a la rigurosidad de la prediccion (Min, 2010). Al final vamos a

lograr tener un set menor de proteinas, pero con una alta probabilidad de ser secretadas (Fig. 9).

Las proteinas pronosticadas para tener un péptido sefial, sin anclaje GPI y dominio TM y sin
sefial de retencion ER con una localizacién subcelular pronosticada como extracelular se
clasificaron como secretadas por la ruta clasica. Del conjunto completo de proteinas predichas para
el aislamiento de C. paspali RCC-1481, 364 de estas proteinas se determinaron como secretadas por
la via clésica. Por ultimo, el subconjunto de la segunda categoria de proteinas que carecen de
péptido sefal, anclaje GPI y dominio TM, se evalud la presencia de homdlogos en la lista de
proteinas secretadas con evidencia experimental en otros hongos patdgenos de plantas. A
continuacion, las proteinas en el subconjunto que son homdlogos de proteinas secretadas
identificadas experimentalmente en otros hongos se evaluaron para detectar una sefial de retencion
ER y su localizacién subcelular pronosticada, y aquellas sin una sefial de retencion ER vy
localizacion subcelular pronosticada como extracelular se clasificaron como proteinas
extracelulares secretadas a través de una via de secrecion no clésica. Solo se encontraron 3 proteinas
mediante este método. En conjunto, 367 proteinas (4,5% del proteoma total) se predijo como
proteinas secretadas. Varios estudios han informado que el tamafio del secretoma flngico se
correlaciona con el estilo de vida (Lowe y Howlett, 2012; Meinken et al., 2014; Lo Presti et al.,
2015). El estricto método de prediccion del secretoma utilizados aqui no permiten la comparacion
directa con las predicciones de secretoma realizadas previamente para otras especies de hongos.
Pero, el tamafio del secretoma predicho estd de acuerdo con los datos obtenidos de varios otros
biotrofos facultativos en Lo Presti (2015) donde aproximadamente del 5% al 8% del proteoma era
parte del secretoma. C. paspali tiene como rango de huéspedes el género Paspalum con més de 300
especies de plantas, en base a esto, su genoma codifica un secretoma relativamente pequefio. Esto
podria sugerir que el amplio rango de hospedadores no se logra mediante la adquisicion de una gran
cantidad de proteinas secretadas, y que los pequefios secretomas pueden minimizar el potencial de

desencadenar la inmunidad de la planta (Anderson et al., 2017). En C. paspali su capacidad de
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infeccion se puede deber a la amplitud de las funciones de las proteinas secretadas, o la alta
especializacion de estas para inhibir las respuestas de las especies del género Paspalum. Estos
resultados son similares, ademads, al bien estudiado bidtrofo del maiz Ustilago maydis donde
aproximadamente el 7% de los genes predichos codifican proteinas secretadas (429 en total) y de
los cuales 70% son de funcion desconocida (Kémper et al., 2006). En el caso de C. paspali, el
secretoma predicho in silico contiene 230 proteinas que no tienen dominios Pfam conservados. Lo
Presti (2015) identifico que los hongos biotréficos, incluido C. paspali, contienen un gran numero
de proteinas secretadas sin anotaciones funcionales, que se puede deber en gran medida a la
especificidad de estas proteinas con su hospedero. En total, los términos GO se asignaron a 120
secuencias, y los resultados de InterproScan se asignaron a 190. Esta informacion se utilizé para
analisis de enriquecimiento utilizando el test exacto de Fisher implementada en el software B2G
para comparar la composicion del secretoma con la del proteoma completo. Este analisis mostrd

que hay 19 GO enriquecidos (Tabla 8).

La actividad hidrolasa (GO:0016187) es el GO que tiene el mayor nimero de secuencias
representadas con 88, seguido por los procesos metabdlicos de los carbohidratos (GO:0005975).
Esta descripcion funcional del secretoma muestra similitudes con el analisis de todos los secretomas
fangicos registrados en FunSecKB2 (Meinken et al., 2014) asi como en el previamente reportado
para C. purpurea (Oeser et al., 2017). Estas enzimas podrian ser necesarias para la descomposicion
de la pared celular de la planta y el proceso de penetracién-colonizacién. Sin embargo se ha
demostrado que en los hongos biotréficos como C. paspali se han determinado repertorios
pequefios y especifico de estas enzimas (Lo Presti et al., 2015; Poppe et al., 2015; Haueisen y
Stukenbrock, 2016; Ah-Fong, Shrivastava y Judelson, 2017). Para comprender mejor la capacidad
del secretoma para degradar la pared celular de la planta, se realizdé una busqueda con la base de
datos CAZyme, con el fin de encontrar homologos a enzimas que degradan la pared celular de las
plantas. La anotacion CAZyme basada en dbCAN v3.0 identificd 46 proteinas tipo CAZyme con
asignacion a 24 familias, De todas nuestras proteinas anotadas como CAZyme, 39 se agruparon en
20 familias de glicosil-hidrolasas (GH). De las restantes 5 proteinas, tres pertenecen a dos familias
de enzimas redox que actuan en conjunto con CAZymes (AA) y las otras dos proteinas a dos
familias de carbohidratos esterasas (CE) (Anexo 4). Un total de dos proteinas cuentan con mas de
un dominio de CAZyme. Las principales familias de GH son GH16 (B-1,3-glucanasa), GH43,
GHS55 (alfa/ B-1,3-glucanasa), que contienen 4, 4 y 3 proteinas respectivamente. De estas 18
contienen motivos de degradadoras de la pared celular (Lo Presti et al 2015), lo que podria indicar
que estas proteinas pueden ser factores de virulencia, y por lo tanto también de interés. La mayoria

de estas enzimas anotadas estan involucradas en la degradacion de la hemicelulosa. La hemicelulosa
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es una mezcla de polisacaridos que contienen diferentes azlcares, que incluyen xilosa, arabinosa,
galactosa, manosa y ramnosa. Por lo tanto, se necesitan diferentes enzimas para descomponer este
componente de la pared celular. En el secretoma de C. paspali encontramos homdlogos a 3
xilanasas, 4 arabinasas, 3 galactasas. Ademas de esta mezcla de enzimas, otras podrian estar
involucradas en la degradacion de la celulosa y la pectina, que son los componentes principales de
la pared celular primaria y la ldmina media. En mutantes de C. purpurea sin actividad
poligalacturonasa (cppgl/cppg2) se observo la reduccion de la patogenicidad de mas del 98% en el
sistema C. purpurea-centeno (Oeser et al., 2002). Esto debido a que el pistilo y el tejido transmisor
del ovario contienen pectina (Tenberge et al 1996). En C. paspali encontramos 1 pectinesterasa
involucrada en la actividad pectidasa, 1 beta-glucosidasa y 2 glucanasas y 1 celulasa. En general,
estas enzimas pueden tener las siguientes funciones: facilitar el crecimiento intercelular a través de
la ldmina media siguiendo el ‘rastro de pectina’, es decir, el tejido transmisor rico en pectina ‘guia’
a las hifas, comparable al crecimiento del tubo de polen (Oeser et al., 2002). Ademas, podrian
proporcionar al hongo directamente nutrientes (funcién saprdfita), asi como liberar iones de calcio
unidos a la pectina necesaria para la polaridad hifal y el crecimiento apical (Tenberge, 1999).
También podria contribuir a la liberacién de elicitores (oligogalacturonidos) que causan reacciones
de defensa y muerte celulares generando poros en la pared celular y aumentando la accesibilidad a
la pared celular de otras enzimas degradadoras de pared celular del hongo (Kubicek et al., 2014:
Zhao et al., 2014).

Curiosamente, no se vieron sobrerrepresentados términos GO como unién a quitina
(GO:0008061). Las proteinas de union a quitinas son parte importante de los secretomas de los
hongos biotrofos (Pusztahelyi, 2018). Las células vegetales albergan receptores inmunes que
perciben la quitina de la pared celular de los hongos y trabajan para detener la infeccion (Sanchez-
Vallet, Mesters y Thomma, 2015). Sin embargo, los hongos fitopatdgenos liberan proteinas de
unién a quitina que perturban la inmunidad desencadenada por quitina como es el caso de las que
contienen el dominio LysM (Sanchez-Vallet et al., 2013; Sanchez-Vallet, Mesters y Thomma,
2015). En el secretoma de C. paspali se detectd Unicamente una proteina con este dominio de union
a quitina. Esta unica candidata puede ser de particular interés porque las interacciones de efectores
con quitina para suprimir la respuesta de defensa inducida por quitina es un mecanismo utilizado

por proteinas efectoras conocidas como Avr4 o Ecp6 (van den Burg et al, 2006; Jonge et al., 2010).

Dentro del secretoma fungico, PPs con una longitud de secuencia inferior a 300 aminoacidos
han sido ampliamente estudiadas por su papel en la patogénesis fangica y vegetal (Ej: Van Der
Does y Rep, 2007; Stukenbrock et al., 2011; Beckerson et al., 2019). Se ha descubierto que algunos

de las PPs actlian como efectores que juegan un papel central en el establecimiento de la infeccidn
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de las plantas (Krijger et al., 2014; Lo Presti et al., 2015; Kim et al., 2016). Tipicamente, las
proteinas efectoras fungicas no comparten dominios conservados, lo que hace que la prediccion
efectora sea un desafio. Aun asi, los efectores flngicos a menudo comparten ciertas caracteristicas
de secuencia, como el tamafio, el contenido de cisteina o los pequefios motivos identificados en los
hongos (Sonah, Deshmukh y Bélanger, 2016). Sin embargo, el papel de los PPs y las proteinas de
tipo efector en la patogénesis de Claviceps-Paspalum sigue sin respuesta. En este sentido, hemos
identificado un set de PPS y proteinas de tipo efector dentro de los secretoma de C. paspali para

permitir el descubrimiento de potenciales proteinas putativas de virulencia (Anexo 3).

Usando un enfoque de diferentes criterios, identificamos al 68% del secretoma predicho
como posibles genes de virulencia en la cepa RRC-1481 de C. paspali. Dentro del secretoma
fangico, los PPS y proteinas PPRC han sido ampliamente estudiados por su papel en la patogénesis
fangicas, particularmente para los efectores que funcionan en el espacio apoplastico (Lo Presti et al.
2015, Lo Presti y Kahmann 2017, Sperschneider et al.2018). Sin embargo, el papel de los
secretadas y las proteinas similares a los efectores en la patogénesis de Claviceps-Paspalum sigue
sin respuesta. RRC-1481 tiene aproximadamente 245 (66%) y 114 (31%) de PPs y PPRC
respectivamente. Estos numeros son mas altos que los contenidos promedio de PPs (52%) y PPRC
(23%) determinados en hongos patogenos de plantas por Krijger et al. (2014), pero son similares a
los resultados obtenidos por Kim et al. (2016) para bidtrofos. Esto podria llevar a la teoria de que
los biotréfos probablemente codifican méas y diversas proteinas similares a efectores para suprimir
la defensa del huésped en comparacion con los necrotrofos, que generalmente usan enzimas y
fitotoxinas que degradan la pared celular para matar a los huéspedes. Ademas, aproximadamente
més de la mitad de los PPRC carecen de homologia con proteinas en otras especies, como se
informd anteriormente para hongos y oomicetos de plantas, en donde se han descrito varios
efectores apoplasticos PPRC que carecen de homologia con proteinas en otras especies (Lo Presti et
al., 2015).
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Figura 9. Flujo de trabajo para la prediccion del secretoma de C. paspali utilizando herramientas
bioinformaticas. En gris las proteinas utilizadas en el siguiente punto del flujo. En rojo nimero de proteinas después de
cada metodologia aplicada. PRS=Proteinas ricas en cisteinas; >300aa= Proteinas menores a 300aa. EDPCV = Enzimas

degradadoras de la pared celular vegetal.
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El resumen de los resultados de la prediccion de efectores se resume en la Figura 9. La
prediccion con el software EffectorP predijo 190 proteinas posibles de los cuales 14 ya habian sido
predichas tanto como PPRC como por contener motivos conservados de efectores fungicos. De los
237 posibles efectores, 135 no obtuvieron un resultado segun BLASTp contra nr NCBI. Lo que
podria indicar que estas secuencias son especificas para el genoma de C. paspali. Ademas, de los 14
efectores méas probables debido a que fueron predichos por las cuatro condiciones, Gnicamente tres
de estas proteinas tienen BLASTp contra proteinas en la base de datos nr NCBI. De estas, dos son
proteinas no caracterizadas de C. purpurea y una proteina extracelular de Passalora fulva. Este
hecho de que casi un 50% de los posibles efectores no tuvieron resultado de BLASTp podria no ser
sorprendente porque la evolucion de los efectores esté estrechamente vinculada a la evolucion de la
respuesta inmune del huésped. Por lo tanto, cada patégeno necesita un conjunto especifico de
efectores altamente especializados para las interacciones con su planta huésped (Neu y Debener,
2019). La ausencia de exitos BLAST a veces se toma como un parametro de prediccion para
posibles proteinas efectoras (Syme et al., 2013; Bowen et al., 2009), lo que indica que estas
secuencias no anotadas podrian ser las secuencias mas interesantes para un analisis posterior. Esto
podria indicar que los efectores mas probables de C. paspali son ademas Unicos de esta especie, que
ademas es coherente desde un punto de vista de la especializacion de hospederos que tiene C.
paspali. Ademas, cabe destacar también que los resultados de EffectorP y las caracteristicas de PPS
se superponen en gran medida (189 PPS en 190 EffectorP), lo que podria deberse al hecho de que
varias caracteristicas que utiliza EffectorP para la construccion de modelos estan estrechamente
relacionadas con los criterios definidos para las PPS. Las caracteristicas mas discriminatorias
utilizadas por EffectorP son el peso molecular, la longitud de la secuencia, la carga neta de
proteinas y los porcentajes de cisteinas, serinas y triptéfanos en la secuencia (Sperschneider et al.,
2016). Ademas, la mayoria de las proteinas que EffectorP utiliza como conjunto de datos de
entrenamiento se identificaron mediante el uso de las caracteristicas de los PPS (Neu y Debener,
2019).

3.3.7.  Analisis de expresion diferencial
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3.3.7.1.

infeccion con C. paspali en el estigma-estilo de Chiru.

Transcriptos

diferencialmente

expresados

durante

Para evaluar las diferencias de expresion entre EE sano e infectado, se establecié un

experimento para investigar la expresion diferencial entre dos tiempos de infeccion contra un

controll sin infectar (pool de EE de 1y 4 dias post antesis). Las muestras infectadas representaron

las siguientes etapas de desarrollo de C. paspali en P. dilatatum: fase de penetracion del EE (1 dpi),

hifas ya establecidas (4 dpi). Para cada punto de tiempo, se generaron tres réplicas bioldgicas, en

total fueron 9 muestras, 3 sin infeccion, 6 post-infeccion (1y 4 dpi).

2050

Figura 10. Analisis de expresion del transcriptoma en tres tejidos de Chir durante la infeccion con C. paspali.

A - MDS para los tres tejidos de Chir0. Se realizé un analisis de expresién de los transcriptos dentro de cada tejido, y se

utilizaron datos de abundancia de transcripcidn para comprender las relaciones dentro de cada tiempo post infeccién. B

- Diagrama de Venn de la distribucién de transcriptos expresados TPM > 1 en todas las muestras por tejido de EE de

Chirt segun el tiempo post infeccion con C. paspali. Rojo = 0 dpi; Azul = 1 dpi; verde = 4 dpi.
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El mapeo promedio de las 9 muestras contra el ensamblado final de novo fue del 78%
(Anexo 5), lo que sugiere que esta referencia es adecuada para el andlisis de perfiles de
transcripcion en este cultivar. Sin embargo, también 57% de los reads mapearon a esta referencia
mas de 1 vez, lo que puede indicar la alta redundancia de transcriptos, o también relacionada a la
alta presencia de homdélogos de un mismo gen como se discutio previamente, debido a la poliploidia
del cultivar Chird. La disminucién de mapeo en base a la referencia final con los contigs
contaminantes 83% vs 78% (Tabla 6) se puede deber a que en las muestras hay un nimero de reads

correspondientes a contaminacion externa (hongos, insectos, bacterias).

0 dpi vs 1 dpi 0 dpi vs 4 dpi
: ; v
0 dpi 0 dpi 0 dpi 0 dpi
vs Vs vs Vs
3 <
1 dpi Ll S dpi 1 dpi i dpi
(2049) {6692) (2585) (8941)

Figura 11. Gréficas de expresion diferencial en la comparacion EE control (0 dpi) vs EE infectado de Chirt
con C. paspali. A - Diagrama de volcan de la expresion diferencial entre las comparaciones 0 dpi vs 1 dpi 'y 0 dpi vs 4
dpi. La linea vertical indica el umbral de significancia (Jlog2FoldChange|> 1). Los TDE sobreexpresados en cada
comparacion se muestran con puntos rojos y los subexpresados en verdes, mientras que los que no son TDE estan en

negro. B -Diagrama de Venn con los TDE sub y sobreexpresados compartidos en cada comparacion.

Se realiz6 un analisis para visualizacién y comparacion de la expresion entre los tres grupos
de muestras. Incluimos solo los contigs en donde las 3 réplicas de cada condicién presentan un

TPM > 1. Se observo que las muestras de 1 dpi tenian un mayor nivel de expresion de transcriptos
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(41039), mientras que el tejido 4 dpi muestra la menor expresion (12030) (Fig. 10), observandose
una reduccion de casi una tercera parte. Esto puede deberse a la hipétesis de que el hongo al
colonizar el EE, mediante la induccion de auxinas y citoquinas, genera una pérdida de la
homeostasis en las vias de las auxinas/citoquinas (Hinsch et al., 2015; Hinsch, Galuszka y
Tudzynski, 2016), algunas de las cuales estan involucradas en vias de la senescencia y nutricion de
la planta (Oeser et al 2017). Esto podria generar la disminucion de la expresion de gran parte de la
maquinaria de la planta, cesando o disminuyendo ciertos procesos metabdlicos. En andlisis de multi
dimensional scaling (MDS) en base a los valores de expresion de los tres tratamientos, en donde se
puede ver una separacion clara entre las tres condiciones, y a su vez una relacion entre las muestras
infectadas que las separa de la condicion sin infectar. Hubo una alta reproducibilidad del
transcriptoma entre las muestras, ya que se puede ver poca dispersion entre muestras de un mismo

estadio, siendo la muestra Pasp-42 (4 dpi) la Gnica excepcion.

Utilizando la condicion 0 dpi como referencia, se realizo la expresion diferencial entre las
diferentes muestras en base a un FDR < 0.05 y un |log2FoldChange|> 1 en donde se determind que
en la comparacion 0 dpi vs 1 dpi, se identificaron 4634 transcriptos diferencialmente expresados
(TDE), que incluyen 2049 genes regulados hacia arriba o sobreexpresados (1920 anotados) y 2589
regulados hacia abajo o subexpresados. Mientras que en 0di vs 4dpi, se identificaron 15633 TDE,
6692 transcriptos regulados hacia arriba (6172 anotados) y 8941 (8571 anotados) regulados hacia
abajo (Fig. 11). A los 4 dpi, el nimero de transcriptos con niveles de transcripcion
significativamente alterados aumentd notablemente en comparacion con 1 dpi (Fig. 11). Es
importante mencionar que los transcriptos sobreexpresados en las comparaciones de a pares con 0
dpi, podrian ser en realidad transcriptos que estarian sobreexpresados durante la maduracion y
recepcion del polen, procesos comunes del EE post-antesis. Por otra parte, los transcriptos
subexpresados en las comparaciones son en realidad los sobreexpresados en la condicion infectada
(1 o 4 dpi) los cuales podriamos inferir que son transcriptos relacionados a la respuesta a la

infeccion.

En base a los resultados de TDE realizé un analisis de enriquecimiento (Fisher exact test)
usando como set de referencia todos los transcriptos anotados funcionalmente en la referencia
ensamblada de novo. En total, 226 y 210 términos GO fueron enriquecidos en base a los
transcriptos sobreexpresados en la condicion sana. Mientras que un total de 252 y 516 GO se
enriquecieron significativamente respectivamente en base a los transcriptos sobreexpresados en las
condiciones de infeccion. De estos, 112 eran compartidos entre ambas comparaciones en base a los

transcriptos sobreexpresados y 229 compartidos por las comparaciones de los transcriptos
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subexpresados. Los procesos bioldgicos y funciones moleculares fueron las dos mayores categorias

enriquecidas respectivamente en ambas comparaciones.

Algo interesante en los resultados obtenidos, es que se puede ver el término GO de respuesta
de defensa a hongos (G0O:0050832) pasa de no estar entre los términos GO enriquecidos en 1 dpi a
estar entre los 20 términos mas enriquecidos en 4 dpi (Anexo 6). Esto podria indicar que
posiblemente, Chirl estd generando una respuesta de defensa mayor a medida que avanza la
infeccion. Para que esto ocurra previamente, hay que reconocer la presencia del hongo por parte de
la planta. Para esto los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) realizarian un primer
reconocimiento percibiendo PAMPs y patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) (Monaghan
y Zipfel, 2012). La estimulacién de los PRR en la membrana celular es un paso clave en las
primeras etapas de la PTI (Macho y Zipfel, 2014). Segin Franco-Orozco et al., (2017) el PAMP
fangico mas conocido es la quitina, y otros PAMPs fungicos -caracterizados incluyen
endopoligalacturonasas (PG) (Zhang et al., 2014), ergosterol (Klemptner et al., 2014) y la proteina
Avel (Avirulencia en tomate Vel), que se conservan en multiples fitopatdgenos (Thomma,
Nirnberger y Joosten, 2011; De Jonge et al., 2012). En nuestro set de datos sobreexpresados
identificamos varios transcriptos homologos a proteinas PRR en ambos tiempos de infeccién y en la
condicion sana (0 dpi) (Fig. 12). Entre los posibles receptores de membrana a 1 dpi, hay
transcriptos homologos con receptores similares a quinasas (RLKSs). Estas son un grupo de
receptores de membrana que participan en muchos procesos de sefializacion importantes, incluido el
crecimiento de las plantas y desarrollo, sefializacion hormonal y respuestas a estrés (Zhou et al.,
2014). Entre las RLK sobreexpresados encontramos homologos de CRK5 y CRK6 de Arabidopsis
thaliana y CRK10 de Oryza sativa que han sido reportados como importantes en la sefializacion en
respuestas de PTI (Idanheimo et al., 2014; Yadeta et al., 2017). Estas pertenecen a una de las
subfamilias méas grandes de RLK, la proteina receptor quinasa tipo receptor rica en cisteina (CRK)
que se ha demostrado su sobreexpresion frente a tratamientos con Og, acido salicilico (SA), PAMP
y agentes patdgenos (Du y Chen, 2000; Wrzaczek et al., 2010). También se encontraron
sobreexpresados homologos al receptor quinasa con motivo de lisina (LysM) 4 (LYK4) de
Arabidopsis thaliana la cual funciona como un receptor de quitina en la superficie célula (Wan et
al., 2012) y homologos de la RLK quinasa receptora asociada a la pared celular (WAK). En
Arabidopsis, la percepcion de oligogalacturonidos (OG) derivados de PAMPS son mediados por
WAK1 y WAK2 (Brutus et al., 2010; Kohorn y Kohorn, 2012), siendo WAK2 una de las WAK
sobreexpresadas a 1 dpi y 4 dpi. La sobreexpresién de estos transcriptos sugeriria que los PAMPSs
de C. paspali y los DAMPS provocados por su infeccion podrian ser percibidos por los PRR de

Chiru, desencadenando asi una respuesta de la PTI. Curiosamente no se identificd un transcripto
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con homologia a la proteina de Brassinosteroid insensitive 1-asociado (BAK1) tanto en 1 como 4
dpi. EI BAK1 es un co-regulador central de la PTI, y tiene un papel regulador general en los
complejos de receptores asociados a la membrana plasmatica como los con dominios ricos en
leucina (LRR)-RLK (Franco-Orozco et al., 2017; Irieda et al., 2019). Es necesario para la
activacion completa de las respuestas de defensa inducidas por patdgenos, como la activacion de la
proteina quinasa activada por mitégeno 6 (MPK®6) y produccion de ROS (Chinchilla et al., 2009;
Yang et al.,, 2011). Sin embargo, si se encontraron transcriptos sobreexpresados a 4 dpi con
homologia al receptor quinasa de embriogénesis somatica 1 (SERK1) de A. thaliana. Este gen
también es inducible por moléculas de sefializacion como SA, JA y acido abscisico (ABA) (Lewis
et al., 2010; Podio et al., 2014), importantes durante la defensa a patdgenos. Esta proteina puede
parcialmente mediar la transduccion de sefiales de defensa ademas de su papel béasico en la
embriogénesis somatica (Hu, Xiong y Yang, 2005). Se buscd también, en los transcriptos
sobreexpresados durante la etapa de infeccion la presencia de receptores citoplasmaticos especificos
de reconocimiento de patdgenos. Esta busqueda se lleva a cabo con la herramienta DRAGO2
(Osuna-Cruz et al., 2018) de la Plant Resistance Genes database (prgdb.org). Esta herramienta
busca dominios conservados en estas proteinas como LRR, quinasa, NBS y receptores
Tol/interleuquina- 1 (TIR) usando HMMER v3. En base a esto se detectaron un total de 122
secuencias (45 en 1 dpi y 113 en 4 dpi) que contenian dominios conservados de receptores. Nos
centramos en los que tenian dominios NBS-LRR y TIR-NBS-LRR que son los dos tipos més
comunes de receptores citoplasmaticos (Pusztahelyi, 2018; Jubic et al., 2019). Unicamente dos
transcriptos cumplian con esta condicion ambos sobreexpresados en 4 dpi, homdlogos al Disease
resistance protein PIK6-NP y Pik-2 de Oryza sativa que reconocen el factor de virulencia AVR-Pik
del biétrofo Magnaporthe oryzae. Esto podria indicar la presencia de receptores involucrados en la
ETI en esta interaccidn, pero sin saber exactamente que rol pueden cumplir en el reconocimiento de
C. paspali, ya que este no contiene proteinas homologas a este factor de virulencia en su repertorio

de proteinas secretadas.

Después del reconocimiento por parte de los diferentes receptores de membrana que censan
la region extracelular, ocurriria una cascada de sefializaciones que llevarian a que la planta
modulara la expresion de los genes de defensa, asi como también iniciaria los reordenamientos
metabolicos y activando la resistencia basal a patdégenos (Bigeard, Colcombet y Hirt, 2015). Las
respuestas intracelulares relacionadas con PTI incluyen respuestas tempranas como la induccion de
flujos idnicos, la sefializacion por proteinas quinasa activadas por mitogeno (MAPK), la biosintesis
de etileno, la activacion transcripcional de los genes de defensa y la deposicion de calosa para el

refuerzo de las paredes celulares como una respuesta tardia (Zhu et al., 2013; Macho y Zipfel, 2014;
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Boutrot y Zipfel, 2017). Los genes asociados a la defensa normalmente estan regulados positiva o
negativamente de manera dindmica por factores de transcripcién que son objetivos directos o
indirectos de diversas vias de transduccién de sefiales , asi como, es probable que mdltiples vias de
sefializacion de PTI activen las defensas a través de la convergencia en cascadas de MAPK
superpuestas y factores de transcripcion (TF) (Schwessinger y Zipfel, 2008; Zipfel, 2009).
Especificamente, a 1dpi y 4 dpi se sobreexpresan varios posibles TF como TFs de respuesta a
etileno (ERFs), dedos de Zinc (ZF), proteinas WRKY y diversas MAPK. Entre estas MAPK
encontramos la MAPKS3 clave en la activacion de las respuestas de la planta al estrés bidtico, y
MAPK4 involucrada en la sefializacion de defensa a patogenos (Pitzschke, Schikora y Hirt, 2009;
Meng y Zhang, 2013). MAPK3 y MPK®6 juegan papeles criticos en la sefializacion PTIy ETI, y es
probable que estas MAPK fosforilen de manera similar proteinas involucradas en la sefializacion
durante la PTI y ETI (Medeiros et al., 2009; Bigeard, Colcombet y Hirt, 2015; Danquah et al.,
2015). Sin embargo, MPK6 no se expresa diferencialmente en los estadios enfermos.
Interesantemente, en Arabidopsis, MPK4 reprime la resistencia dependiente del acido salicilico
(SA) (Bressendorff et al., 2016), importante en la defensa contra biétrofo ya que a menudo resulta
en una HR. Entre los WRKY sobrexpresados encontramos homélogos a WRKY22 y WRKY46 de A.
thaliana que ha sido demostrada su participacion en cascadas de sefializacion de MAPK3/MAPK®6
como mecanismo de control en la defensa activada por PAMPs (Sheikh et al., 2016). Curiosamente,
existen dos factores de transcripcion relacionados con la represién de la induccién de defensa como
son el WRKY11 (Journot-Catalino et al., 2006) y WRKY51 (Gao et al., 2011). En ambos casos se ha
demostrado en A. thaliana que estos estan inducidos por el SA, y que reprimen la defensa inducida
por el &cido jasmoénico (JA) mediante mecanismos que aun se desconocen. Entre las ZF
sobreexpresados encontramos la ZF YY1 de A. thaliana que se ha reportado que regula respuesta de
defensa, especialmente durante la infecciones con patdgenos necrotr6fos como Botrytis cinerea,
interactuando en promotores genes de susceptibilidad reprimiendo su expresion (Lai et al., 2014).
Entre los ERFs encontramos homdlogos de ERF5 (Hao, Ohme-Takagi y Sarai, 1998) y ERF1b
(Lorenzo et al., 2003) de A. thaliana. Estos se ha reportado que actuan como activadores
transcripcionales, uniéndose a promotores relacionado con la patogénesis de la caja de GCC, y
participa en la regulacién de la expresidon génica mediada por factores de estrés y por componentes
de las vias de transduccion de sefiales de estrés (Hao, Ohme-Takagi y Sarai, 1998). ERF1b parece
ser un integrador clave de las sefiales de etileno (ET) y JA en la regulacion de las defensas
dependientes de estas moléculas (Lorenzo et al., 2003). Como resultado de la sobreexpresiéon de
estos TF y MAPK, se puede explicar la sobreexpresion de diversas proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR), y también de transcriptos homdélogos a enzimas modificadoras de la pared celular

como la pectinesterasa y calosa sintasa (solo 4 dpi) y celulosa sintasa (Oide et al 2013). Entre estas
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MAPK encontramos un transcripto homologo a la proteina quinasa activada por mitdgeno la
(MAPKK1a) de Physcomitrella patens que estd involucrada en la defensa frente a patdgenos
mediante la induccion de deposicién de calosa en la pared celular y acumulacion de transcripciones
relacionadas con la defensa. Esta proteina es necesaria en la cadena de sefalizacion tras el
reconocimiento de quitina fungica (Bressendorff et al., 2016). La induccion de enzimas que
modifican la pared celular podria implicar un mecanismo compensatorio de mantenimiento de la
integridad de la pared celular cuando se perturba la integridad por la invasion del patégeno
(Hamann, 2012; Zhang et al., 2018) asi como un endurecimiento de la pared mediante la calosa
podria ayudar a evitar la subsecuente penetracion por parte de C. paspali. En particular las
pectinesterasas también estan involucradas tanto en el “relajamiento” de la pared celular, al hacer
que los poligalacturonanos sean accesibles a la degradacién por las poligalacturonasas, asi como en
el fortalecimiento de la pared celular, al aumentar la disponibilidad de poligalacturonanos para
unién por Ca2+ (Haile et al., 2019).

En el GO respuesta a hongos encontramos transcriptos en su mayoria homdlogos de la
superfamilia de proteinas PR. Las respuestas de defensa basal de la planta incluyen la induccion de
PRs, proteinas que comprenden un grupo de 17 familias que forman parte de los mecanismos de
defensa inducibles por las plantas contra los patdgenos (van-Loon et al., 2006). En nuestro set de
datos sobreexpresados durante la infeccion con C. paspali encontramos transcriptos con homologia
a genes que codifican miembros de PR-1, PR-2 (b-1-3-glucanasa), PR-3 (quitinasa), PR -5
(taumatina), PR-6 (inhibidor de la proteasa), PR-9 (peroxidasa) y PR-11 (endoquitinasa). Similar a
esto, pero con una respuesta menor en nimero de familias PRs presente (Unicamente PR-1, PR-2,
PR-3, PR-5) habia sido reportado como respuesta en la interaccion B. distachyon (Kind et al., 2017)
y Secale cereale (Oeser et al., 2017) a la infeccion con C. purpurea. También encontramos
homologos de la familia de Wheatwin 1, proteinas PR-4 antiflngicas con conocida accidn contra
Fusarium graminearum y Botrytis cinérea en trigo (Bertini et al., 2009). Entre los GO enriquecidos
en ambos tiempos de infeccion, encontramos los relacionados con el metabolismo de chitinas como
es union a chitina (GO:0008061), actividad chitinasa (GO:0004568) y procesos catabdlicos de la
chitina (GO:0006032). Las quitinasas y especialmente las que tienen un dominio de unién a quitina
juegan un papel importante en la defensa contra hongos patdgenos hidrolizando la quitina
componente de la pared celular fangica (Jashni et al., 2015). También encontramos el término GO
muerte de células de otros organismos (GO:0031640) enriquecido en ambos tiempos de infeccion.
En este se encuentran contigs con homologia a PRs como proteinas similares a taumatina que
pertenecen a la familia de proteinas PR-5, bien conocida por inhibir el crecimiento de hongos (Ng,
2004; Ali et al., 2018).
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Figura 12. Esquema general que se propone para reconocimiento de C. paspali por el EE de Chird con
heatmaps de transcriptos de interés diferencialmente sobreexpresados transformados por log2CPM. Después de la
invasion de C. paspali, los PAMP del hongo y posteriormente DAMPS son detectados por los PRR de la membrana
plasmatica. Luego de esto, la planta inicia la PTI activando la produccion de ROS, y con esto la sefializacion por
fitohormonas como SA, JA, ET, ABA. Los ROS seguramente también activen la fosforilacion de diferentes MAPK
como la MAPK3 que a su vez activan varios TF, como WRKY, ZF que estimulan la induccién de genes PRs entre otros.
No es un modelo estatico ya que por ejemplo el ET a través de los ERF/APA2 también induce la transcripcion de PRs.
La coloracion verde indica mayor expresién, la coloracion roja indica no expresion. El orden en todos los heatmap es 3
repeticiones 0 dpi, 3 repeticiones 1 dpi, 3 repeticiones 4 dpi. La escala de color: rojo = baja 0 no expresion, verde = alta

expresion. IDs de los transcriptos, descripcion y nimeros de acceso a homélogos se enumeran en Anexo 7.
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En las paredes de las células de gramineas el principal polisacarido hemicelul6sico es el
xilano. Tipicamente, los xilanos de gramineas constituyen entre el 20 y el 30% de la pared celular
total (Hatfield, Rancour y Marita, 2017). Las enzimas como la endo-(1-4)-B-xilanasa, B-D-
xilosidasa y o-L-ara- binofuranosidasa que degradan la pared celular de las plantas y con esto la
primera linea fisica de defensa con la que cuentan estas (Misas-Villamil y van der Hoorn, 2008;
Chmelova et al., 2019). La alteracion del xilano en las primeras etapas de la infeccion con C.
purpurea en centeno sugiere fuertemente la secrecion de actividad xilanolitica por el hongo (Oéser
et al. 2017). Por lo tanto, es fundamental la produccion de inhibidores de este tipo de enzimas para
combatir este mecanismo de infeccion (Chmelova et al., 2019). Entre estos inhibidores encontramos
los inhibidores de xilanasas. Transcriptos con homologia a estas enzimas también fueron
expresados en ambos tiempos de infeccion, lo que podria indicar que de alguna manera Chiru esta

intentando inhibir estas enzimas para evitar la colonizacién por el hongo.

Entre las primeras respuestas celulares a la sefializacion intracelular de PTI son cambios en
la concentracion de calcio citoplasmatico, la activacion de proteinas quinasas, o la sintesis de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Romeis et al., 2001). Estas respuestas rapidas son un requisito
previo para la posterior reprogramacion transcripcional y alteraciones en el estado hormonal que
finalmente conduce a la defensa frente a patdgenos (Dubiella et al., 2013). Para esto se requiere un
circuito de activacion de la proteina quinasa dependiente de calcio (CPDK) y NADPH oxidasas
para la propagacion rapida de la sefial de defensa (Kim, 2012). Estos también han sido involucrados
como sefializacion de procesos reproductivos de las plantas, como el crecimiento del tubo polinico
y las interacciones polen-estigma (Zhou et al., 2014). La produccion de ROS durante el estrés puede
representar una amenaza para las células, pero también se cree que actGan como sefiales para la
activacion de las vias de respuesta al estrés y de defensa. Por lo tanto, ROS puede verse como
indicadores celulares de estrés y como mensajeros secundarios involucrados en la via de
transduccion de sefiales de respuesta al estrés (Dodds y Rathjen, 2010). Coherentemente con esto,
algunos de los transcriptos sobreexpresados en los estadios enfermos, presentan homologias con la
oxidasa de explosion respiratoria (RBOH), MAPKSs, peroxidasas (PRX), superdxido dismutasa
(SOD), y glutatién-S-transferasa (GST) y CPKs. Las CPDK, que tienen una combinacion de sensor
de calcio y proteina calmodulina y el dominio efector de la quinasa, son candidatos atractivos para
la traduccion de los cambios en las concentraciones de calcio intracelulares en distintas respuestas
de defensa inducidos por PAMP (Dubiella et al., 2013). En nuestro caso encontramos transcriptos
con homologia a CPDK19, la cual presenta estos tres dominios. Su sobreexpresion puede ir en
consonancia con la sobreexpresion de NADPH oxidasas como las de la familia homologos de

RBOH. Estas proteinas se localizan en la membrana plasmatica, y estan involucradas en la
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produccion de superoxido y otros ROS, incluyendo H2O2 que puede causar peroxidacion de lipidos,
reticulacion de proteinas de la pared celular y lignificacién (Pusztahelyi, 2018; Adachi y Tsuda,
2019). No se encontraron homologos por ejemplo de la RBOHD, descrita por activarse durante la
PTly ETI, y por ser un punto convergente de sefial entre las PRR y la sefializacion NLR (Adachi y
Tsuda, 2019; Kadota et al., 2019). Una vez producido el H20- por las RBOH, la sobreexpresion de
PRX como la PRX1 y PRX11 podria indicar la reduccion de este a través de estas enzimas a H2O.
En particular las SOD son metaloenzimas que constituyen la primera linea de defensa contra las
ROS, siendo uno de los principales componentes enzimaticos de la desintoxicacion de los radicales
superdxidos generados en el sistema bioldgico al catalizar su dismutacion a peréxido de hidrégeno
(H202). El H202 es permeable a la membrana y puede ingresar al citosol y a los diferentes organulos
funcionando a su vez como sefial para otras vias de respuesta como la induccion de PRs a través de
la sefializacidn por fitohormonas (Garcia-Limones et al., 2002). También se requiere H,O> para la
reticulacion de componentes de la pared celular de la planta como parte de la respuesta de defensa
estructural respuesta asi como para desarrollar un ambiente antimicrobiano dentro del apoplasto
(Schaffer y Bronnikova, 2012). Por lo tanto, la sobreexpresion de estas puede deberse a una sefial
de la activacion de la PTI, asi como también deberse a una induccién normal durante el proceso de
polinizacién. Otro de los términos GO enriquecido tanto a 1 como 4 dpi es el proceso catabdlico de
toxinas (GO:0009407). Los transcriptos que pertenecen a este término son homélogos de proteinas
GST. Esta enzima es responsable de degradar ROS (Garcia-Limones et al., 2002; Schaffer y
Bronnikova, 2012). Su expresion puede reflejar la mayor carga de estrés oxidativo que la planta
tiene que enfrentar durante la infeccion por C. paspali o la polinizacion, asi como la presencia
toxinas. También fueron identificados transcriptos que posiblemente codifican para GST inducidos
a 1 dpiy 4 dpi. Se ha demostrado que los niveles elevados de glutation (GSH) (compuesto que el
GST degrada) coinciden con la induccion de genes PRs en A. thaliana (Senda y Ogawa, 2004).
Ademas, el GSH, desempefia un papel importante en la sintesis secundaria de metabolitos,
principalmente mediante la regulacion de enzimas clave como fenilalanina amonio liasa y chalcona
sintasa (Loyall et al., 2000; Gomez et al., 2004) de las cuales encontramos homologas
sobreexpresadas durante la infeccion a 1 dpi y 4 dpi. Estos resultados son similares a los obtenidos
durante la infeccién con el biotrofo U. maydis en maiz (Doehlemann et al., 2008). A su vez, el
peréxido de hidrégeno producido por las NADPH oxidasas, puede viajar al citoplasma de las
células vegetales sirviendo como molécula de sefializacion de otra respuesta de defensa que incluye
la biosintesis de etileno (ET) (Bronnikova, 2012). En base a esto también vemos la sobreexpresion
de transcriptos con homologia a factores de transcripcion relacionados a la respuesta con ET, como
los ERFs y Apetala 2 (AP2). La superfamilia AP2/ERF es una de las mayores superfamilias de

factores de transcripcion en cultivos (Singh, Foley y Ofiate-Sanchez, 2002). Las interacciones entre
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etileno y esta superfamilia pueden jugar un papel importante en la regulacion de los procesos

fisiologicos en condiciones normales y de estrés (Abiri et al., 2017).

La peroxidacion lipidica de la membrana plasmatica ocasionada por los ROS seguida de la
lixigenacion de &cidos grasos puede conducir a la biosintesis de oxilipinas, precursor de JA (Garcia-
Limones et al., 2002; Ho, Murthy y Park, 2020). En concordancia con esto, hay una sobreexpresion
en ambos tiempos de infeccion de transcriptos con homologia a la 12-oxofitodienoate reductasa
(12-OPR) 4 que puede estar involucrada en el metabolismo de las moléculas de sefializacion de
oxilipina (Scalschi et al., 2013). La activacion de la via de sefializacion del JA fue reportada
previamente como regulada diferencialmente en interacciones compatibles (Makandar et al., 2010;
Blumke et al., 2015; Luo et al., 2019), entre ellas en la interaccion C. purpurea-Brachypodium
distachyon mediante LOX2 (Kind et al., 2017). Algunos transcriptos con homologia a lipoxigenasas
como LOX1 y LOX3 de A. thaliana que aumentan su expresion a 1 (LOX3) y 4 dpi (LOX1y LOX3).
LOX1 podria estar involucrada en la via de sefializacion del JA en Chird como respuesta a la
infeccion con patdégenos como ha sido previamente reportado en otros sistemas (Windram et al.,
2012; Kazan y Lyons, 2014; Guo et al., 2016). LOX3 se induce en respuesta a OG (Windram et al.,
2012), lo que podria indicar de que los OG pueden ser los responsable de la respuesta temprana con
JA, asociada también con los receptores WAK ya mencionados. La activacion temprana y
sobreexpresion de estos genes involucrados en la biosintesis de JA 'y ET sugeriria que su expresion
esta mediada por el reconocimiento PAMP/DAMP ocasionados por C. paspali. La regulacion de la
sefializacion de JA generalmente se asocia con una induccion de genes de defensa de plantas frente

a hongos como las previamente nombradas quitinasas (Glazebrook, 2005; Quandt et al., 2016).

De igual forma, detectamos sobrexpresados transcriptos con homologia a proteinas
involucradas en la sintesis de SA, como es la metilestarasa 7 (MES7). Esta se requiere para
convertir el salicilato de metilo (MeSA) en SA como parte de las vias de transduccién de sefiales
que activan la resistencia en plantas (Dempsey et al., 2011). SA es una molécula de sefial de
defensa crucial contra los invasores biotroficos (Beckers y Spoel, 2006; Lu, 2009). Induce la
expresion de genes como PR-1, PR-2, PR-5 en otras interacciones de Claviceps (Kind et al., 2017),
siendo PR-1 uno de los principales genes marcadores en la sefializacién de esta via en general
(Morris et al., 1998)

Otros genes relacionados con vias de sefializacion de fitohormonas que son sobreexpresados
durante la infeccion con C. paspali son los asociados a la via de las auxinas. La hormona vegetal
auxina se distribuye a través del transporte intercelular y es encargada de inducir diferentes
respuestas celulares desde respuesta a la luz y desarrollo vascular hasta crecimiento en cultivo de

tejidos (Woodward y Bartel, 2005). Entre ellas encontramos el acido indol-3-acético (1AA) el cual
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es una de las principales auxinas en las plantas, controlando muchos procesos fisioldgicos
importantes, incluidos crecimiento y division celular, diferenciacion de tejidos y respuesta a la luz
(Woodward y Bartel, 2005; Rodrigues et al., 2013). Existen reportes de que las auxinas también se
asocian con una mayor susceptibilidad a los microorganismos biotréficos (Han y Kahmann, 2019).
Varios patdgenos vegetales producen hormonas vegetales como auxina, ABA y citoquininas (CK),
que contribuyen a su virulencia. Parte de su objetivo es desbalancear la homeostasis de estas vias
(Spallek et al., 2018). La estrategia de interferir con la via de la auxina de la planta se ha
demostrado que ocurre durante la infeccion con C. purpurea en centeno y B. distachyon (Oeser et
al., 2009, 2017; Hinsch et al., 2015; Kind et al., 2018). En nuestros resultados, se determino la
induccion de varios transcriptos que podrian estar involucrados en la activacion de la via de
sefializacion de auxina después de la infeccion con C. paspali incluidos homélogos a IAA. A altas
concentraciones, la auxina promueve una asociacion entre Auxina/lAA (Aux/IAA) y una proteina F-
box conocida como respuesta inhibidora del transporte 1 (TIR1). Este complejo activa la ligasa E3
que conduce a la degradacion de Aux/IAA, permitiendo la liberacién de factores sensibles a auxina
(ARF) del complejo (Han y Kahmann, 2019). En total cuatro transcriptos homologos a E3 ubiquitin
ligasas con GO respuesta a ABA (GO:0009737) fueron sobreexpresados a los 4 dpi, asi como
diferentes proteinas de respuesta a auxinas, entre ellas IAA1 y IAA9. La participacion de las auxinas
en el desarrollo de la enfermedad y la susceptibilidad a los patégenos puede incluir el alargamiento
rapido de los tejidos de las plantas al aumentar la extensibilidad de la pared celular (Rodrigues et
al., 2013), y con esto hacer méas facil la penetracion de la pared por parte de los patdgenos. Las
proteinas que participan en la extension de la pared celular inducida por auxinas son las endo-f-1,4-
glucanasas, las endotransglicosilasas de xiloglucano y las expansinas (solo a 4 dpi) (Rodrigues et
al., 2013), de las cuales encontramos homdélogos sobrexpresados en ambos tiempos de infeccién

3.3.7.2. Los cambios de expresion a 0 dias post infeccion en el
estigma-estilo de Chird en comparacion con los momentos de infeccion con

C. paspali
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Como ya se dijo previamente, los transcriptos sobreexpresados a los O dpi podrian ser
transcriptos involucrados en procesos normales del desarrollo del estigma post-antesis y
polinizacion. En ambas comparaciones, 0 dpi vs 1 dpi y 0 dpi 4 dpi, el téermino GO mas enriquecido
en 0 dpi fue la unién a ATP. Este término ya previamente habia sido reportado como el mas
enriquecido en otros procesos de polinizacion (Rao et al., 2017). También encontramos en ambas
comparaciones enriquecidos los términos GO: reproduccion sexual (G0O:00199953), modificaciones
de la pared celular (GO:0042545), actividad pectinoesterasa (GO:0030599), crecimiento del tubo
polinico (G0:0009860), tubo polinico (GO:0040906), términos que previamente han sido
reportados como sobreexpresados durante la polinizacion (Zhang et al., 2017). Entre estos términos
encontramos transcriptos homdlogos a expansinas y pectinoesterasas las cuales han sido
previamente reportadas como enzimas que probablemente faciliten la entrada del tubo polinico en el
estigma al ‘aflojar’ la pared celular papilar y/o modificar la pared del tubo polinico durante su
crecimiento (Zhou et al., 2014; Glazinska et al., 2017; Rao et al., 2017). Términos como
modificaciones de la pared (GO:0042545) han sido previamente reportados que disminuian su
expresion durante infeccidn con patdgenos fungicos (Solano-De La Cruz et al., 2019). Se detecto la
sobreexpresion de transcriptos en la condicion sana homdlogos de diversas RLKSs, en concordancia
con otros trabajos que han reportado que hay RLKSs involucrados en diversos estadios de la
interaccion polen-estigma como el reconocimiento del polen, relacionados con la compatibilidad de
este con el estigma (Tax y Kemmerling 2012), siendo uno de estos casos el de receptores de polen
(PRK). También hay una sobreexpresion de arabinogalactanos (AGP). Estas proteinas han sido
reportadas que se secretan especificamente al estigma concomitantemente con la adquisicién de
receptividad (Losada y Herrero, 2012) y cumplen un papel de apoyo a la germinacion del polen
(Fowler y Endress, 2016). Su secrecion podria ser un proceso conservado en plantas con flores y su
expresion podria marcar la receptividad estigmatica (Fowler y Endress, 2016). Las proteasas
similares a la subtilisina sobreexpresadas en el estadio sano también podrian estar involucradas en
las respuestas de defensa local y sistémica, incluida la respuesta contra el polen incompatible (van
der Hoorn, 2008). Otras transcriptos identificados como sobreexpresados en el EE a 0 dpi, como los
homologos a inhibidores de EDPCV entre ellos inhibidores de poligalacturonasa y xilanasas, asi
como de enzimas desintoxicantes de ROS como la GSH también podrian funcionar en respuesta a la
polinizacion (Wilkins et al., 2011). La sobreexpresion de MAPK, proteina quinasas serina/treonina
y varios TF como las familias WRKY y MYB es coherente ya que han sido también reportadas en el
proceso de polinizacion e importantes durante los cambios transcripcionales que ocurren en este

tejido durante dicho proceso (Zhou et al., 2014; Glazinska et al., 2017).

Existe una interconexion entre las vias que regulan el estrés/defensa y las respuestas de
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polinizacién en el estigma (incluyendo sinergismo en coexistencia), lo cual ha sido previamente
identificado por Rejon et al., (2013). En nuestro caso, se sabe que existe una relacion entre la
receptividad al polen y la susceptibilidad al hongo. Los exudados de estigma enriquecidos en azlcar
son particularmente susceptibles a la infeccion por hongos y bacterias (Yi et al., 2006; Rejon et al.,
2013). Este hecho puede explicar la presencia de varias familias de proteinas relacionadas con la
patogénesis y otras proteinas relacionadas con la defensa en los transcriptomas de este tejido. Sin
embargo, estos genes relacionados con la defensa también podrian funcionar en respuesta a la
polinizacién. Por ejemplo, las quitinasas (PR-3) podrian estar involucradas en la degradacion de los
AGP, y los carbohidratos liberados de esta degradacion como los OG podrian funcionar como
moléculas de sefalizacion del proceso de polinizacion, asi como de respuesta a patdgenos (Van
Hengel y Roberts, 2002; Rején et al., 2013).

3.3.7.3. Diferencias de expresion entre estigmas-estilos pre y post

antesis. Receptividad, polinizacion, desarrollo y transcriptos especificos.

Como se ha reportado anteriormente para otros Claviceps como C. purpurea (Shaw y
Mantle, 1980; Tenberge, 1999; Miedaner y Geiger, 2015), el EE receptivo al polen es tejido por
donde la espora de C. paspali germina y coloniza la flor de P. dilatatum (Brown, 1916; Luttrell,
1977; D’ Esposito y Lopez, 2001). Como ya se mencion0, la receptividad del EE y la posterior
polinizacién estan estrechamente relacionados con la susceptibilidad al Ergot. Es importante aclarar
que, aunque Chird es un cultivar apomictico, es también pseudogamo (Millot, 1977) en donde la
polinizacién es necesaria para el desarrollo del endospermo en la semilla (Bashaw y Holt, 1958).
Por lo tanto, obteniendo los perfiles Gnicos de expresion de este tejido durante y previo a su estadio
“susceptible”, podriamos generar informacion pertinente para entender méas sobre este 6rgano tan
importante para la colonizacion del hongo. Para esto, se procedio primero a determinar transcriptos
que estan diferencialmente expresados entre el tejido EE pre (EEPre) y post antesis (EEPost), el
primero siendo el EE no receptivo al polen y el segundo siendo el receptivo al polen. Es importante

aclarar que, durante la pre-antesis, no ocurre la infecciébn con C. paspali, aunque no se ha
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determinado si es debido al no contacto espora-estigma (debido a que el estigma esta dentro de las
glumas) o si realmente no puede ocurrir la infeccion en esta etapa. También, se pretende determinar
los cambios de expresion que se dan durante el proceso de desarrollo de un estadio a otro. Para
determinar transcriptos Unicos del EEPost se obtuvieron muestras de estambres y hojas para
eliminar transcriptos de expresion comdn con estos tejidos. En este andlisis, incluimos solo
transcriptos en donde las 3 réplicas de cada condicidn presentan un TPM > 1 para la visualizacion y
comparacion entre los cuatro grupos de muestras (EEPost, EEPre, hoja y estabres).

En la comparacion EEPre vs EEPost, en base a un FDR < 0.05 y |log2FoldChange| > 1 se
identificaron un total de 7633 TDE, que incluyen 4812 transcriptos (2929 anotados)
sobreexpresados en el EEPre y 2821 (1613 anotados) sobreexpresados en el EEPost (Fig. 14). En
base a estos TDE determinados en la comparacon se procedié también a realizar un test de
enriquecimiento de Fisher. En total en el EEPre se vieron sobrerrepresentados 320 términos GO,
mientras que en el EEPost 421. En ambos la actividad catalitica (GO:0003824) fue el término con
mas transcriptos (Anexo 8). Nuestro interés se centrd en los transcriptos sobreexpresados en el
EEPost. Algunos GO sobreexpresados durante este estadio en este tejido son esperables por la
funcion que cumple como es el caso de: polinizacion, reproduccién y proceso reproductivo.
Ademas, la respuesta al estimulo o el estrés y la comunicacion celular se mostraron
sobrerrepresentados en el EEPost. Los dos primeros términos podrian implicar que la funcion del
estigma en este estadio seria responder a un estimulo (granos de polen) y reconocer los granos de
polen compatibles. Cuando los granos de polen se adhieren al estigma, se desarrolla una
comunicacion y posiblemente factores de reconocimiento, como las glicoproteina s-locus-especifica
(SLG). Se determinaron transcriptos homologos a esta proteina sobreexpresados en el estadio
EEPost. Se ha descrito que esta proteina forma parte en la adhesion del polen y estan mediadas por
sus interacciones con las proteinas de la cubierta de polen (SLG se une a PCP-Al) (Nasrallah,
Nishio y Nasrallah, 1991; Dzelzkalns et al., 1993; Qin et al., 2009).

Las hormonas vegetales y la posterior transduccion de sefiales provocados por estas son muy
importante para los cambios bioquimicos que ocurren durante el crecimiento de las plantas, el
desarrollo y las vias de procesamiento de la informacion ambiental, asi como durante la
polinizacién (Ej: Quiapim et al. 2009, Zhao et al. 2015, Zhang et al. 2017). En concordancia con
esto encontramos algunos GO sobrerrepresentados en este tejido como respuesta a hormona
(GO:0009725), respuesta a estimulos endogenos (GO:0009719), respuesta celular a estimulo
hormonal (G0:0032870), vias de sefializacion mediadas por hormonas (GO:0009755). Para esto
también es necesario previamente la sintesis de estas hormonas, y efectivamente se observaron

enriquecidos GO como biosintesis del JA (G0O:0009695). Algunas vias enriquecidas como la
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respuesta a etileno (GO:0009723), respuesta celular a estimulo de etileno (GO:0071396), via de
sefializacion activada por ET (GO:0009873) hace pensar que la sintesis de ET esta activada, aunque
no esté enriquecida como GO. Varios factores de transcripcion formaron parte de estos GO, entre
ellos encontramos el MYB4 que ya ha sido reportado como involucrado en respuesta al estrés
(Glazinska et al., 2017), y diferentes ERF. De igual manera pasa con el SA y ABA ya que esta
enriquecida la transduccion de sefial de SA (GO:0009863) y la de ABA (G0:0009738). Todo esto
puede indicar que la transduccion de sefiales de estas hormonas vegetales juega un papel importante

en la maduracion del estigma y posterior polinizacion.

Estambre EEPre EEPast Hoja
MDS Plot

EEPre EEPost
(46641) 28625 (40163)

21786 13575
11438 7891 16816

11438 12685
Hoja Estambre
(81755) 12908 (25172)
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Figura 13. Analisis de expresion del transcriptoma de las muestras de cuatro tejidos de Chird. A - Grafico de
escalado multidimensional para los cuatro tejidos de Chird. B - Diagrama de Venn de la distribucion de transcriptos

expresados TPM > 1 en todas las muestras por tejido de Chird.

LO10(1eR)

Figura 14. Diagrama de volcan de la expresion diferencial entre EEPre y EEPost. La linea vertical indica el
umbral de significancia (Jlog2FoldChange|> 1). Los TDE sobreexpresados en cada comparacion se muestran con puntos

rojos y los subexpresados en verdes, mientras que los que no son TDE estan en negro

Como ya ha sido previamente reportado, la polinizacion comparte sorprendentes similitudes
con la respuesta a la infeccion por hongos en términos de respuestas biologicas (Elleman y
Dickinson, 1999; Sollapura, 2015; Zhao, Zhang y Zhao, 2015). El andlisis de enriquecimiento de
GO identificd varios términos GO importantes involucrados en las respuestas de invasion de
patdgenos, como la respuesta a hongos, respuesta a otros organismos, respuesta a estrés
(G0O:0006950), este ultimo estando entre los 10 términos GO maés enriquecidos. Este resultado es

consistente con otros estudios de polinizacion compatible de plantas (Zhao, Zhang y Zhao, 2015).
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Figura 15. Diagrama de Venn que muestra la cantidad de transcriptos en cada una de las expresiones
diferenciales de EE de Chirt durante la infeccidén con C. paspali que son transcriptos Unicos de EEPost. A la izquierda
de la flecha roja los transcriptos sobreexpresados en cada comparacion, a la derecha ce la flecha verde, los transcriptos

subexpresados en cada comparacion

Para determinar genes especificos del EEPost se consideraron todos los transcriptos con
TPM > 1 en cada una de las tres repeticiones de cada uno de los cuatro tejidos (Fig. 13). En base a
esto se obtuvieron 5532 transcriptos especificos de EEPost que tenian una expresién mayor a 1
TPM en EEPost pero menor a 1 TPM en todas las repeticiones de los demas tejidos (Fig. 13). En
base a estos transcriptos, se intentd determinar cuéles estaban sobreexpresados en el EE a 1 0 4 dpi
con C. paspali. En base a esto no se obtuvo un resultado con respecto a estos transcriptos con
cambios significativos durante la infeccién, pero si en el tiempo 0 dpi (Fig. 15). Esto ultimo es de
esperar ya que estos transcriptos especificos probablemente estan involucrados en procesos propios
del EE durante el desarrollo post-antesis como la polinizacién que ya fue discutido previamente. Es
interesante y deja la interrogante, sobre por qué ninguno de los transcriptos especificos del tejido
esta sobreexpresado durante la infeccion, lo cual podria indicar que no cumplen un rol importante

en esta etapa.

3.3.7.4. Expresion de posibles factores de patogenicidad de C.

paspali durante la infeccidn del estigma-estilo de Chiru



Luego de mapear los reads totales al genoma de C. paspali se obtiene una correlacién con el
aumento tedrico de la biomasa fungica con un aumento en los reads mapeados al genoma durante
los dos puntos de tiempo post infeccion alcanzando un promedio de 29.8% a 1 dpi a un 36.2% en 4
dpi (Tabla 4).

Los genes efectores a menudo son inducidos durante la interaccidn con plantas, por lo tanto,
los datos de expresion presentados son una herramienta util para diferenciar qué candidatos son los
mas prometedores para un andlisis posterior. En 1dpi se obtiene que hay 6624 genes expresados
con TPM > 1, mientras que a 4 dpi hay 5319. Se comparten en ambas condiciones 5238 genes (Fig.
16). En total, 180 de los 237 candidatos a factores de patogenicidad se expresaron durante al menos
uno de los dos puntos temporales en las primeras etapas de la infeccion. De estos 177 (16 son
EDCPV) se da en 1 dpi y 119 (11 EDCPV) a 4 dpi. La disminucion del namero de genes y de
efectores expresados a 4 dpi, se puede deber en que a 1 dpi se estd dando el comienzo de la
infeccion donde podria ser necesaria expresar un mayor numero de genes relacionados con el
metabolismo general y efectores debido a una interaccion planta-hongo mas intensa en respuesta a
la colonizacion por parte de la planta. Esto podria explicar que luego de establecida la infeccion no
seria tan necesario gran parte de todos estos genes. Hay un alto nimero de EDCPV expresado
variando del 88% al 61% del total de estas enzimas presentes en el secretoma predicho. Esto podria
indicar que casi toda la bateria de EDCPV presentes son necesarias durante la colonizacion de
biotrofo, de forma similar a lo que ha sido reportado en otros biotrofo (Liu et al., 2015, Hamann,
2012), y en la interaccion C. purpurea-S. secale (Oeser et al., 2017) en donde aproximadamente el
80% de estas enzimas eran expresadas. De igual manera, la disminucion del nimero de EDPCV
expresadas entre 1y 4 dpi podria indicar la necesidad de solo algunas de estas durante la entrada y

colonizacién, pero no luego de establecida la infeccion.

Para analizar la expresion diferencial de genes, comparamos la expresion entre 1dpi vs 4dpi
al no tener una condicion control con la cual comparar como puede ser la expresion en cultivo
axénico. Este analisis reveld6 que en total 318 genes se expresaron diferencialmente
((log2FoldChange|> 1 y FDR > 0.05) entre ambas condiciones, 93 de estos estan sobreexpresados a
1 dpi y 225 a 4 dpi (Fig. 16). De estos genes, 3 fueron determinados como posibles efectores
sobreexpresados a 1 dpi y 13 a 4 dpi. Ninguno de estos resulto ser EDPCV. Esto representa que un
3.3% y 5.5% respectivamente de los genes diferencialmente expresados corresponden a efectores lo
que estd en consonancia con la proporcion de efectores predichos en el genoma (2.9%). Este

aumento de expresion de posibles efectores a 4 dpi y tomando en cuenta que en realidad se
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disminuyd el numero de efectores expresados totales en ese tiempo podria indicar la importancia de
estos sobreexpresados que pueden estar involucrados en mitigar la respuesta de defensas de Chir.
En total tres (dos anotados funcionalmente) y 5 (uno anotado funcionalmente) efectores candidatos
diferencialmente expresados tenian resultados en BLASTp en 1y 4 dpi respectivamente (Tabla 8).
En 1 dpi encontramos sobreexpresadas el gen gene 06642 homdlogo a una tirosinasa. Se ha
reportado que la mayor expresion de tirosinasas ayudaria a romper las conexiones entre células
vegetales, facilitando la penetracion de hifas fungicas y el establecimiento de la infeccion (Plett y
Martin, 2011). En 4 dpi, el gen gene_08004.t1, homdlogo de una carboxipeptidasa puede estar
involucrado en la digestion externa de nutrientes macromoleculares. Esta es un caracteristica
general del crecimiento de hongos y las proteasas secretada en el medio ambiente juega un papel
crucial en nutricion (Yike, 2011), asi como, existen proteasas, incluidas las carboxipeptidasas,
metaloproteasas, aspartil y serina proteasas, que inhiben las serina o cisteina proteasas del
hospedero para suprimir las respuestas de defensa. Sin embargo los roles de las proteasas fungicas
secretadas y sus especificidades de sustrato en las interacciones hospedero-hongo no han sido del
todo comprendidas (Okmen et al., 2018). Tanto la nutricion como inhibicion de defensas es un
punto clave en esta etapa de desarrollo de la infeccidn luego de la penetracion. Los deméas genes
efectores detectados carecen de cualquier anotacion funcional, y dos de ellos a 4 dpi pertenecen a
secuencias predichas como efectores por los cuatro enfoques utilizados. Cabe destacar que los
posibles efectores sobreexpresados sin homologia ni dominios conocidos pueden jugar un papel
importante como factores de avirulencia especificos para la especie P. dilatatum, impidiendo una
respuesta mayor como la ETS y la HR por parte de la planta, lo que los transforma en buenos

candidatos para futuros estudios como nuevos efectores
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Figura 16. Andlisis de expresion del transcriptoma de C. paspali durante la infeccién del EE de Chird. A -
Grafico de escalado multidimensional para las dos muestras de infeccion con C. paspali. B - Diagrama de Venn de la
distribucion de transcriptos expresados TPM > 1 en todas las muestras por condicion junto con los efectores totales
presentes en el genoma de C. paspali. C- Grafico de barras representando la cantidad de genes totales y factores de

patogenicidad sobreexpresados en cada condicién. FP = factores de patogenicidad.
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Tabla 8. Identificacion, descripcion y anotacion de los genes predichos como efectores diferencialmente expresados

entre 1y 4 dpi.

Condicion 1D Descripcion BLASTp GO Nombre GO
1dpi gene_03646.t1 PH C:G0:0005576  C: region extracelular
P:G0O:0055114; . .. .. s . )
gene_06642.t1 Tirosina 2 F:G0:0016491; ESﬁ:gﬁﬁg’: r;ee‘g‘lcc'o"' F: actividad oxidoreductasa;
F:G0:0046872 )
gene_03321.t1 nla
4 dpi gene_08004.t1 vacuola carboxipeptidasea Cpsl F:G0:0004181 F: actividad metalo-carboxipeptidasa

gene_01265.11
gene_00653.t1
gene_06186.t11
gene_07069.t1
gene_04144.11
gene_03561.t1
gene_03720.t1*
gene_03722.t1
gene_00630.t1
gene_07728.t1
gene_01056.t11
gene_00943.t1*

PH
PH
PPS
Alergeno 16 kDa
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

nfa

n/a = Sin homologia; PH = proteina hipotética; PPS = proteina pequefia secretada; * = proteinas predichas por

las 4 condiciones como efectores; F = funcién molecular; C: metabolismo celular; P = proceso molecular

3.3.8. Validacion mediante RT-qPCR

Se seleccionaron al azar cuatro genes predichos como efectores en C. paspali para validar

mediante RT-gPCR. Previamente se evaluaron tres genes (GAPDH, ACT, TEF) para determinar que

tienen un nivel de transcripcion estable durante la infeccion. Esto se hizo para seleccionar dos como

control interno adecuado para la normalizacion de datos en el analisis de expresion génica en C.

paspali. RefFinder se utiliz6 para determinar estadisticamente los genes de control interno a utilizar

(Tabla 9). Estos algoritmos condujeron a clasificaciones similares en donde se determind ACT y

GAPDH como los genes con la transcripcién mas estable.
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Tabla 9. Valores obtenidos a partir del analisis con Refinder

por gen de referencia.

ACt  BestKeeper normFinder Genorm

ACT 2,67 1,125 0,669 1,337
GAPDH 2,79 1,667 1,376 1,337
TEF 4,13 1,972 4,024 3,200
1,6
14
1,2
o 1
on 0.8
=]
~ 06
04
Dllz l i
0 ]
geni6v21 gen02545 gen00241 gen00370

m log2FC RT-gPCR  mlog2FC ARN-seq

Figura 17. Comparacion entre los datos de expresion basados en ARN-seq y RT-gPCR de cuatro genes de C.
paspali predichos como secretados durante la primera etapa de infeccion en Chird, normalizados en base a ACT y
GAPDH

Luego, se cuantificd la expresion relativa de los cuatro genes seleccionados en las dos
condiciones de infeccion en funcion de ACT y GAPDH. Los resultados se promediaron y se obtuvo
el desvio estandar para estos valores (Fig. 17). Los valores de cambios de expresion (FC) se
obtuvieron con la division entre la expresion relativa en 1 dpi sobre 4 dpi. Los resultados de RT-

gPCR se compararon con las expresiones génicas obtenidas por RNA-seq para C. paspali (Fig. 17),
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e indicaron que los dos conjuntos de resultados en las expresiones génicas obtenidas por los dos

métodos tienen una alta correlacion de Pearson (r= 0.95).
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3.4. CONCLUSIONES



1) Se determind que la metodologia de multi k-mer produjo un conjunto de datos del transcriptoma
de Chird més conciso y rico en informacion que las metodologias de un solo k-mer. Hasta donde
sabemos, este es el primer estudio que caracteriza los efectos de combinar multiples conjuntos de
transcriptomas ensamblados de novo para maximizar el contenido de la informacion y minimizar la

redundancia del transcriptoma resultante para una especie de Paspalum.

2) El pequefio tamafio del secretoma (en comparacion con su proteoma completo), en un hongo que
tiene un amplio rango de hospederos podria indicar la alta generalidad que tienen las proteinas

efectoras al género Paspalum.

3) Se determind una posible descripcion general de los mecanismos de defensa de Chir( durante las
etapas tempranas del proceso de infeccion. Existe un reconocimiento por parte de Chira del
patégeno durante la infeccion con C. paspali que causa alteraciones en el transcriptoma del
huésped, que incluyen regulacién ascendente de transcriptos relacionados al reconocimiento,

sefializacion y respuesta de defensa frente a un patogeno.

8) Por primera vez se determind un nimero de genes efectores de C. paspali que efectivamente son
sobreexpresados durante distintos momentos de la infeccion en Chird. El aumento de expresion de
un numero de efectores sugeriria que estos en particular jugarian un papel importante en la evasién

de la defensa del hospedero luego de establecida la infeccion.

9) El analisis de expresion de cuatro efectores candidatos seleccionados al azar mediante RT-gPCR

corroboraron los datos obtenidos mediante el anélisis de expresion diferencial con ARN-seq.

Todo lo antes mencionado, indicaria una interaccién compleja entre Chira y C. paspali. Sin
embargo, se puede concluir que C. paspali ha desarrollado de forma efectiva estrategias a travées de
su repertorio de efectores para interferir o secuestrar las vias de sefializacion y de defensa, para
inducir la susceptibilidad en Chird, logrando superar los mecanismos de reconocimiento y respuesta
de su hospedero. Los resultados de este estudio proporcionan una buena base para disefiar enfoques
futuros para analizar esos mecanismos y obtener una comprension mas profunda y detallada de esta

interaccion compatible especifica entre C. paspali y P. dilatatum.
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3.5. PERSPECTIVAS



Si bien la metodologia de multi k-mer produjo un conjunto de datos del transcriptoma de
Chira mas rico en cuanto a secuencias, todavia tenemos un numero alto de contigs, sefialando un
transcriptoma posiblemente fraccionado. Esto ademéas sumado a la poliploidia de Chird, genera un
desafio extra para su completo ensamblado. A futuro se deberia buscar secuenciar transcriptos
completos mediante la secuenciacion de reads largos como con la tecnologia SMRT de PacBio. De
esta forma obtener secuencias mas completas y reducir el nimero de contigs del transcriptoma a un

ndmero mas similar al real.

Se logrd obtener una primera aproximacion a la interaccién C. paspali-Chiru, lo cual nos
genera nuevas preguntas, sobre todo conociendo que se activan vias de respuesta a patdgenos
durante la infeccién. ;Cuando y en qué momento esa respuesta de la planta se transforma en
insuficiente para que el hongo logre desarrollar la infeccion? ;puede ser que la polinizacion genere
una respuesta por parte de genes de defensa y ROS que logre que al llegar la espora del hongo no
logre germinar por encontrarse en un ambiente no apto para su crecimiento? O la respuesta es mas
fisica y por ejemplo se debe a la deposicion de calosa por parte de los estigmas polinizados o a la
constriccion del estigma como en mijos resistentes a C. fusiformis (Willingale y Mantle, 1987). Para
responder estas preguntas se deberia por ejemplo realizar nuevos ensayos de infeccion con C.
paspali con mas puntos en la linea del tiempo para tener un analisis mas integro de toda la primera
etapa de infeccion. También, otra aproximacion podria ser, realizar el mismo trabajo para especies
reportadas como inmunes a C. paspali en el género como es el caso de P. malacophyllum, que
ayuden a detectar posibles genes involucrados en esta resistencia. También a medida que se avanza
en el conocimiento del patosistema, surgen mas y mas evidencias para apoyar el papel bioldgico de
los efectores fungicos en la manipulacion de la inmunidad de las plantas en favor de la colonizacién
por parte del hongo. ¢Hay interacciones efector-proteina que son determinantes en este
patosistema? Para intentar comprender mejor los mecanismos especificos de C. paspali, se debe
seleccionar proteinas secretadas bioldgicamente significativas entre cientos de candidatos efectores
predichos. Para esto se necesita la secuenciacion del genoma de mas cepas de C. paspali y
establecer el secretoma y efectoma nucleo comun para los aislamientos, asi como establecer una
lista de prioridades para el analisis funcional siguiendo criterios como la alta expresion durante
diferentes etapas de infeccion. A futuro se debe realizar una secuenciacion mas profunda in planta
para lograr capturar una mayor proporcion de reads pertenecientes al hongo, asi como mas puntos
en la linea del tiempo de la infeccion y las diferencias de expresion que ocurren en diferentes
hospederos. También, la investigacion de la actividad biologica de diferentes proteinas efectoras a
través del knock out en aislamientos puede proporcionar informacion sobre la importancia de estas

durante la infeccién de C. paspali.
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41. ABSTRACT

Claviceps species affecting Paspalum spp. are a serious problem, as they infect forage
grasses such as Paspalum dilatatum and P. plicatulum, producing the ergot disease. The
ascomycete C. paspali is known to be the pathogen responsible for this disease in both grasses. This
fungus produces alkaloids, including ergot alkaloids and indole-diterpenes, that have potent
neurotropic activities in mammals. A total of 32 isolates from Uruguay were obtained from
infected P. dilatatum and P. plicatulum. Isolates were phylogenetically identified using partial
sequences of the genes coding for the second largest subunit of RNA polymerase subunit Il (RPB2),
translation elongation factor 1-o (TEF1), B-tubulin (TUB2), and the nuc rDNA 28S subunit (28S).
Isolates were also genotyped by randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) and presence of
genes within the ergot alkaloid (EAS) and indole-diterpene (IDT) biosynthetic gene clusters. This
study represents the first genetic characterization of several isolates of C. paspali. The results from
this study provide insight into the genetic and genotypic diversity of C. paspali present in P.
dilatatum and suggest that isolates from P. plicatulum could be considered an ecological subspecies
or specialized variant of C. paspali. Some of these isolates show hypothetical alkaloid genotypes

never reported before.

KEYWORDS: Paspalum, phylogeny, fingerprinting, stagger, ergot, host speciation

4.2. INTRODUCTION

Claviceps species are the causal agents of the ubiquitous ergot disease of sedges, rushes and
grasses (Pazoutova, 2002). Ergot in Paspalum spp. is caused mainly by Claviceps paspali described
by Stevens & Hall (1910) in USA and C. clavispora described recently by Pazoutova & Odvody
(2011) in Mexico. In addition, C. queenslandica was reported by Langdon (1952 affecting only P.
orbiculare in Australia. Infection of these warm season grasses with Claviceps spp. has become a
serious problem for forage production as it affects grasses like P. dilatatum Poir (Luttrell, 1977;

Schrauf et al., 2003) and P. plicatulum Michx (Alderman et al., 2004). These grasses, native to
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South America, are considered drought resistant (Couso et al., 2010; Pezzopane et al., 2017) and
have been selected for use as forage in warmer regions (Pizarro, 2002) and for the generation of
highly productive and persistent interspecific hybrids (Schrauf et al., 2003; Aguilera et al., 2011,
Novo et al., 2016). However, C. paspali infects inflorescences in summer, leading to the production
of the typical honeydew that characterizes the disease, and to the substitution of the seeds by
sclerotia (Luttrell, 1977) in both grasses, similar to the infection process described for C. purpurea
which occurs mostly through the stigma (Luttrell, 1977). Conidia germinate on the stigma and
infection progresses down the style to the base of the ovary, which is later substituted by the
sclerotium. Seed substitution lowers the seed yield to noncommercial levels, hampering the efficient
multiplication of selected cultivars of these grasses (Luttrell, 1977; Tenberge, 1999; Schrauf et al.,
2003). Of the Claviceps species affecting Paspalum, only sclerotia of C. paspali have been reported
to contain alkaloids like ergot alkaloids and indole-diterpenes (Cole et al., 1977; Pichova et al.,
2018), which have potent neurotropic activities in mammals (Schardl et al., 2013a). In particular,
indole-diterpene like paspalinine (PNE) and paspalitem A (PTMA) and B (PTMB) are
tremorgenic toxins that cause Paspalum staggers (Cole et al., 1977; Uhlig et al., 2009), which
results in involuntary shaking and trembling and can also lead to seizures and affect cattle
performance (Cawdell-Smith, Scrivener y Bryden, 2010; Coufal-Majewski et al., 2016). Although
C. paspali also produces ergot alkaloids, their concentration are less problematic for cattle (Evans y
Gupta, 2018). The pathways and genes involved in the biosynthesis of these metabolites in C.
paspali have been described (Schardl et al., 2013a; Kozak et al., 2018) (Fig. 1). However, no
further research has been done to characterize the genetic potential for alkaloid production of strains
of C. paspali.

Many molecular tools have been applied to assess the relationships between species of
Claviceps and the extent and distribution of genetic variation within and among them. Sequences of
regions of rDNA (Pazoutova, 2001; Spatafora et al., 2007), fragments of the MCM7 gene (Aguileta
et al., 2008), regions of the elongation factor 1-a (TEF1), and B-tubulin (TUB2) genes (Tooley et
al., 2001) and part of the RNA polymerase subunit Il gene (RPB2) (Pichova et al., 2018) have been
used to assess taxonomic relatedness among Claviceps species and to develop identification
techniques (Tooley et al., 2001; Gilmore et al., 2016). Randomly amplified polymorphic DNA
(RAPD) method has been successfully used to discriminate different Claviceps species (Minghetti y
Crespi-Perellino, 2005) and especially to type C. purpurea isolates (Jungehulsing y Tudzynski,
1997; Pazoutova et al., 2000, 2002a, 2011b; Fisher, Gordon y Ditomaso, 2005; Irzykowska, Weber
y Bocianowski, 2012). However, molecular studies of Claviceps species infecting P. dilatatum and
P. plicatulum are scarce. The ability to fingerprint Claviceps infecting these host species could

allow the discrimination of strains according to their prevalence, degree of virulence and alkaloid
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potential. RAPDs or other typing method would then prove to be a valuable molecular tool for
differentiating Claviceps species and strains for improvement of P. dilatatum and P. plicatulum
breeding programs and for gaining a better understanding of Claviceps population biology and
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Because South America is the center of origin of P. dilatatum and P. plicatulum, it is
expected that associated Claviceps species in this region exhibit high diversity. Due to the lack of
information regarding Claviceps species affecting Paspalum spp., and lack of knowledge on their
genetic diversity in Uruguay, the principal aims of this work were to identify the Claviceps species

affecting P. dilatatum and P. plicatulum, to characterize their genetic diversity and their potential

for alkaloid production.
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4.3. MATERIALS and METHODS

4.3.1.  Sampling and fungal isolates

Infected plant material was collected during summer in 2017-2018 from 12 sites in
Uruguay. Paspalum dilatatum specimens were taken from 11 sites located in four regions (north,
northwest, central, and south) at the border of the roads throughout the country and from the natural
lawn at the Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria (INIA) Las Brujas Research Station
(Table 1). Paspalum plicatulum specimens were collected from populations at the border of the
road, only from two regions (north and northwest) of the country. In both plant species, panicles
showing honeydew or containing sclerotia were collected.

Cultures were obtained by diluting honeydew 100-fold in sterile distilled water and
streaking onto plates of 2 % water agar (Tooley et al 2001). Plates were incubated at 26 C in the
dark for 2 d, and individual germinated conidia were transferred to plates with Claviceps Medium
(Gilmore et al., 2016) at 26 C. Cultures from sclerotia were obtained as described on Gilmore et al.,
(2016) with modifications. Sclerotia were surface-disinfected by dipping in 95 % ethanol for 30 s,
soaking in 0.6 % sodium hypochlorite solution for 25 min, and rinsing in sterile water for 30 s.
Then sclerotia were bisected with a flame-sterilized blade and placed with the cut surface down on
water agar in a 9.5 cm diameter Petri plate. Single hyphal tips were transferred to Claviceps
Medium to establish hyphal tip cultures. Pure isolates were stored at the Laboratorio de
Bioproduccion INIA Las Brujas fungal collection (ILB). A list of field isolates used in this study is
shown in Table 1, including C. paspali DSMZ-833 strain (Braunschweig, Germany) equivalent to
the now-discontinued ATCC 13893 (Chain et al., 1962).
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Table 1. Isolates of Claviceps species, Paspalum hosts, locations, sampling regions, and GenBank accession numbers

obtained in this work.

GenBank
Isolate Host Origin Region Source 28S TUB2 TEF1 RPB2
ILB357 P. dilatatum Las Brujas, Canelones South Sclerotium MK795789 MK575074 MK575107 MK833884
ILB358 P. dilatatum Las Brujas, Canelones South Honeydew MK795791 MK575076 MK575109 MK833886
ILB359 P. dilatatum Las Brujas, Canelones South Sclerotium MK795802 MK575087 MK575120 MK833897
ILB360 P.plicatulum  Villa Ansina, Tacuarembd North Sclerotium MK795804 MK575089 MK575122 MK833899
ILB361 P. dilatatum Las Brujas, Canelones South Honeydew MK795790 MK575075 MK575108 MK833885
ILB363 P. dilatatum Corrales, Paysandu Noth-West ~ Sclerotium MK795798 MK575083 MK575116 MK833893
ILB364 P. plicatulum Tranqueras, Rivera South Sclerotium MK795797 MK575082 MK575115 MK833892
ILB365 P. dilatatum Las Brujas, Canelones South Sclerotium MK795788 MK575073 MK575106 MK833883
ILB366 P. dilatatum Rincon de Pérez, Paysandd  Noth-West ~ Sclerotium MK795793 MK575078 MK575111  MK833888
ILB367 P. dilatatum Los Ceballos, Paysandu Noth-West ~ Sclerotium MK795795 MK575080 MK575113 MK833890
ILB368 P. dilatatum Estacion Gofii, Florida Center Sclerotium MK795815 MK575100 MK575133  MK833910
ILB369 P. dilatatum Tambores, Tacuaremb6 South Sclerotium MK795812 MK575097 MK575130 MK833907
ILB370 P. dilatatum Villa Ansina, Tacuaremb6 South Sclerotium MK795796 MK575081 MK575114 MK833891
ILB371 P. dilatatum Estacion Gofii, Florida Center Sclerotium MK795813 MK575098 MK575131 MK833908
ILB373 P. dilatatum Las Brujas, Canelones South Sclerotium MK795808 MK575093 MK575126 MK833903
ILB374 P. dilatatum Valle Edén, Tacuarembo South Sclerotium MK795799 MK575084 MK575117  MK833894
ILB375 P. dilatatum Las Brujas, Canelones South Sclerotium MK795801 MK575086 MK575119 MK833896
ILB376 P. dilatatum Las Brujas, Canelones South Sclerotium MK795787 MK575072 MK575105 MK833882
ILB377 P. dilatatum Estacion Gofii, Florida Center Sclerotium MK795803 MK575088 MK575121 MK833898
ILB378 P. dilatatum Glencoe, Paysandl Noth-West ~ Sclerotium MK795794 MK575079 MK575112 MK833889
ILB380 P. dilatatum Las Brujas, Canelones South Sclerotium MK795806 MK575091 MK575124 MK833901
ILB381 P. dilatatum Las Brujas, Canelones South Sclerotium MK795792 MK575077 MK575110 MK833887
ILB382 P. dilatatum Carlos Reyles, Durazno Center Sclerotium MK795811 MK575096 MK575129 MK833906
ILB383 P. dilatatum Carlos Reyles, Durazno Center Sclerotium MK795810 MK575095 MK575128 MK833905
ILB384 P. dilatatum Las Brujas, Canelones South Honeydew MK795786 MK575071 MK575104 MK833881
ILB385 P. dilatatum L