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RESUMEN

La crisis climatica vuelve mas comun el establecimiento de enfermedades de cultivos,

como la Sigatoka Negra causada por el hongo Pseudocercospora fijiensis, que provoca

alrededor de $500 millones en pérdidas a nivel mundial anualmente en cultivos de
banano. Las medidas tomadas actualmente no son viables a largo plazo por lo que se
debe de optar de otras alternativas con nuevas tecnologias. El proyecto tiene como
objetivo desarrollar una base de datos con genes de resistencia y/o tolerancia del banano
(M. acuminata) ante la enfermedad de la Sigatoka Negra (P. fijiensis) mediante un
analisis transcriptomico entre una variedad tolerante (Tuu Gia) y otra susceptible
(Williams) al patégeno para el control de enfermedades.

El enfoque es netamente bioinformatico, por lo que se utiliz6 ADNc secuenciado de un
ensayo biolégico previo como materia prima. Pasaron por un analisis pre-eliminar y luego
un analisis de expresion diferencial para obtener una lista de genes que pasaron por un
analisis comparativo con arroz para identificar homologos. Finalmente, se escogieron
genes responsables de resistencia mediante un analisis de enriquecimiento.

Se encontraron alrededor de 25 genes de tolerancia y/o resistencia. Los genes con esta
caracteristica se expresan incluso antes de la infeccion. Preponderan la ruta metabdlica
MAPKy las familias genéticas de, WRKY, AP2/EREBP, GST, entre otras.

Existe una fluctuacion de la sobrerrepresentacion de familias genéticas en cada tiempo
post-infeccion muestreado. Se concluye que se pudo cumplir el desarrollo de la base de

datos de genes de resistencia mediante el uso de la bioinformatica.

Palabras Clave: Banano, Sigatoka Negra, Bioinformatica, Transcriptomica, Genes

resistentes.



ABSTRACT

The climate crisis makes the establishment of crop diseases more common, such as
Black Leaf Streak caused by the fungus Pseudocercospora fijiensis, which causes around
$500 million in losses worldwide annually in banana crops. The measures currently taken
are not viable in the long term, so other alternatives with new technologies should be
chosen. The project aims to develop a database with genes for resistance and/or
tolerance of banana (M. acuminata) to Black Sigatoka disease (P. fijiensis) through a
transcriptomic analysis between a tolerant cultivar (Tuu Gia) and another susceptible
(Williams) to the pathogen for disease control.

The approach is purely bioinformatic, so sequenced cDNA from a previous biological
assay was used as raw material. They went through pre-eliminary analysis and then
differential expression analysis to obtain a list of genes that went through comparative
analysis with rice to identify homologues. Finally, genes responsible for resistance were
chosen by enrichment analysis.

About 25 tolerance and/or resistance genes were found. Genes with this feature are
expressed even before infection. The MAPK metabolic pathway and the genetic families
of WRKY, AP2/EREBP, GST, among others, predominate.

There is a fluctuation of the overrepresentation of genetic families at each time post-
infection sampled. It is concluded that the development of the resistance gene database
could be accomplished using bioinformatics.

Keywords: Banana, Black Leaf Streak, Bioinformatics, Transcriptomics, Resistance
genes.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Descripcion del problema

El banano (Musa acuminata) es una de las frutas que mas se consume en el mundo por
su alto valor nutritivo y por consecuencia, es uno de los mas exportados a nivel global,
con incrementos en su produccion entre el 2019 y el 2020 en un 0,76%, lo que representa
$13,9 mil millones (Voora et al., 2020). Ecuador se posiciona como el primer pais
exportador de esta fruta, siendo una de las principales fuentes de ingresos con un
promedio de $28,4 millones al afio en exportaciones a paises de la Uniéon Europea (FAO,
2020).

La Sigatoka Negra es una enfermedad provocada por el hongo Pseudocercospora
fijensis, el cual es uno de los mas agresivos de su género que provoca pérdidas
aproximadas de $500 millones globalmente en cada ciclo de cultivo (Arango Isaza et al.,
2016). Esta enfermedad es una epidemia creciente que podria afectar el cultivo de
banano y a la economia de los paises que dependen de ello, como lo ocurrido
anteriormente con el Mal de Panama, el cual extinguié una variedad completa a nivel
comercial. Las medidas que se han tomado para frenar las enfermedades radican en el
uso de pesticidas que a su vez incrementan el valor del fruto y puede provocar resistencia
en las plagas. Otro enfoque novedoso es la de desarrollar plantas resistentes o tolerantes
a la enfermedad, lo cual se puede lograr mediante la identificacion de genes potenciales

que participen en rutas metabdlicas de resistencia durante la infeccion.
1.2 Justificacion del problema

La globalizacion ha mantenido en pie el comercio del banano, viéndose Ecuador
mayormente beneficiado. No obstante, al mismo tiempo este contacto constate entre
diversas partes del mundo ha incurrido en la introduccion de especies ajenas a areas

geograficas, provocando desequilibrios en los ecosistemas. Esto se puede trasladar a la



introduccién de enfermedades, como la Sigatoka Negra que se detectd por primera vez
en Honduras en 1969 para llegar a Ecuador el 1987. Actualmente la enfermedad trata de
ser controlada por diversos métodos, sin embargo, el manejo y control inadecuado de la
enfermedad puede provocar el contagio de cultivos sanos pudiendo causar una
epidemia. Ademas de la aplicacién indiscriminada de pesticidas lo cual genera cepas
resistentes. Al tener ese riesgo inminente es imperativo tomar medidas preventivas, asi
como también planes alternos para cuando se convierta en una epidemia, ya que puede
acabar con variedades que no poseen resistencia al patdgeno. Dicha catastrofe no solo
atenta contra el ODS 8 de trabajo decente y crecimiento econdmico, sino también el ODS
de hambre cero porque afecta a poblaciéon que tiene esta fruta como su principal

alimento.

Ademas, a largo plazo el cambio climatico contribuira a un aumento de enfermedades de
cultivos, ya que, en especifico con la Sigatoka Negra, se crea un ambiente propicio para
su crecimiento. Segun Bebber (2019) el riesgo de infeccidn ha aumentado en un 44,2%
desde 1960, especialmente en América del Sur.

El acercamiento que tiene este trabajo es el de identificar genes candidatos de
resistencia y tolerancia que pueden ser utilizados para un programa de mejoramiento
genético. La generacion de variedades resistentes contribuiria en el aumento del
rendimiento de la produccion lo cual se necesita a largo plazo debido a que para el afio
2050 la poblacién crecera en un 35%. Por otro lado, el proyecto brinda la metodologia o
la linea de trabajo para realizar este proceso con otras plantas y con otras enfermedades,
siendo una plataforma para tener cultivos tolerantes o resistentes contra futuras
enfermedades, asegurando los ODS de trabajo digno y hambre cero. Ademas, al
implementar los resultados de la investigacion, se facilita una base de datos lo cual es
beneficioso ya que segun Passos (2012) a pesar de que el banano sea una fruta
ampliamente conocida, no se tiene mucha informacion de su transcriptoma. El analisis
transcriptomico se realiza mediante RNA-seq (secuenciacién de ARN), lo cual representa
una ventaja sobre aplicaciones basadas en hibridacion (Sanchez Timm et al., 2016;

Swarupa et al., 2013) ya que brinda informacién mas detallada de expresiones altas y



bajas de genes, sin limitarse a conocimiento previo del genoma (Marguerat & Bahler,
2009).

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Desarrollar una base de datos con genes de resistencia y/o tolerancia del banano (Musa
acuminata) ante la enfermedad de la Sigatoka Negra (Pseudocercospora fijiensis)
mediante un analisis transcriptomico entre una variedad tolerante (Tuu Gia) y otra

susceptible (Williams) al patdégeno para el control de esta y otras enfermedades.
1.3.2 Objetivos Especificos

1. Comparar los genes relevantes expresados diferencialmente en ambas
variedades con plantas modelos para la realizacion del analisis
funcional.

2. Analizar las rutas metabdlicas involucradas en las variedades
susceptible y tolerante mediante el analisis funcional para la seleccién
de genes candidatos tolerantes y resistentes involucrados en el proceso

de infeccion.
1.4 Marco tedrico
1.4.1 El banano
1.4.1.1 Generalidades

M. acuminata es una herbacea gigante monocotiledonea monocarpica que posee un
rizoma bajo tierra y un pseudo tallo, que son un grupo de hojas plegadas pudiendo
alcanzar de 2 a 5 metros. Tienen la capacidad de producir nuevas plantas mediante su
rizoma. Una vez terminada su cosecha muere. Tiene raices adventicias por su naturaleza
de propagacién vegetativa. Posee diferentes tipos de hojas: escama, luego hojas espada
y la hoja cigarro, la cual es la que nace en el centro; la emergencia completa de las hojas
termina después de 10 o 12 semanas (Israeli & Lahav, 2016).



Ademas, es un buen recurso nutritivo por compuestos bioactivos como polifenoles y
flavonoides. La fruta es fuente de hierro y potasio, asi como de serotonina (Singh et al.,
2016). Al banano se ubica como la tercera fruta mas consumida en el mundo entero. Se
estiman que las exportaciones del 2019 fueron de 21 millones de toneladas, aportando
un 26% al PIB agricola y generando mas de 2,5 millones de puestos de trabajo
(Betancourt et al., 2020). Ademas, segun Apolo (2021), 190.381 ha de tierra se dedican
a la agricultura del banano con un rendimiento de 35,91 cajas por ha.

1.4.1.2 Variedades y mejoramiento genético

El banano, con nombre cientifico Musa acuminata pertenece a la familia Musaceae y al
orden Zingiberales. Se origin6 en parte de Oceania y Asia; y su centro de diversidad esta
localizado en Malasia e Indonesia. Se distinguen 7 subespecies que se distribuyen en
diferentes locaciones y que poseen distinta morfologia. Su domesticacion se dio con
mayor facilidad mediante propagacion vegetativa que por semillas, esto a largo plazo
llevé a que se hibriden diferentes variedades para generar nuevas combinaciones de
frutos comestibles partenocarpicos. La primera variedad conocida fue la de Gros Michel
que fue luego reemplazada por Cavendish, siendo una de las mas producidas

actualmente junto con sus respectivos somaclones.

La variedad Williams fue el primer mutante en un Cavendish que surgio en Australia en
1910. Es utilizada por las caracteristicas de su fruto y la eficiencia en su produccion, asi
como también por la resistencia morfolégica que posee ante fuertes vientos vy
condiciones ambientales desfavorables. No obstante, carece de resistencia a la Sigatoka
Negra y a Fusarium raza 4 (ProMusa, 2020). Por otro lado, la variedad Tuu Gia es un
diploide silvestre originaria de Vietnam resistente a la Sigatoka Negra y a Fusarium raza
4.

El mejoramiento genético del banano comenzé para poder generar una variedad
parecida a Gros Michel, pero con resistencia al mal de Panama, que fue la causa de su
desaparicion. Ademas, hay otros tipos de mejora mediante las mutaciones, pero no
siempre se generan plantas con una buena calidad de fruta a pesar de que cumplan con

tener resistencia (Israeli & Lahav, 2016).



1.4.2 Sigatoka Negra
1.4.2.1 Generalidades

La Sigatoka Negra es una enfermedad del banano provocada por el hongo
Pseudocercospora fijiensis (previamente denominado Mycosphaerella fijiensis) que
pertenece a la clase Dothideomycetes y fue descrito por primera vez en 1963 en las islas
Fiji (Mulder & Stover, 1976). El hongo es hemibiotrofico, lo que significa que coloniza
entre las células de los mesdfilos sin causar estragos a la planta, este proceso suele
durar de 3 a 4 semanas, dependiendo de la region climatica. Posteriormente comienza
su etapa necrética en la cual obtiene nutrientes del tejido vegetal afectado por toxinas
(Portal et al., 2011).

La expresion de los sintomas ocurre a una a dos semanas luego de la infeccion, que
ocurren en hojas nuevas, comenzando desde la hoja cigarro y la primera hoja
desplegada, lo que indica un gradiente de evolucion de la enfermedad. En las plantas
infectadas se pueden visualizar dafos foliares tornando secciones de las hojas amarillas
y luego negras que indican necrosis, lo cual afecta la actividad fotosintética y como
consecuencia la produccién de frutos. No obstante, los frutos que logra producir una
planta infectada se maduran rapidamente (Castelan et al., 2012).

El hongo posee una preferencia por lugares calidos de baja elevacion y humedos, asi
como Ecuador. Por otro lado, la dispersion geografica de P. fijiensis se da a lo largo de
grandes areas mediante via aérea por la produccion de ascoesporas. Segun Kimunye
(2021), se la considera una de las especies mas agresivas del género ya que posee
mecanismos de evasion de control de enfermedades en el banano por su alta tasa de

recombinacion, gran poblacion, alta diversidad y capacidad de dispersion
1.4.2.2 Manejo y control

Actualmente la estrategia mas eficaz de control empleada es evitar la entrada al pais de
material vegetal contaminado mediante vigilancia y diagnostico molecular. La poda de
hojas jovenes enfermas es otra alternativa para controlar la dispersion del patégeno en

el cultivo. Adicionalmente, se aplican fertilizantes y pesticidas, tanto protectores como



sistémicos que pueden ser una ventaja con un plan de manejo adecuado, no obstante,

genera resistencia en el patdogeno (Arango Isaza et al., 2016).

Se necesitan de 50 a 66 ciclos anuales de aplicacion de pesticidas aumentando los cosos
de produccion de 15 a 27 % (Israeli & Lahav, 2016). Los dafios provocados por el hongo
ascienden a un 76% de la produccion total, por lo que varios autores (Alakonya et al.,
2018; Churchill, 2011; Rodriguez et al., 2016) indican la inviabilidad de tener una sola
variedad de consumo masivo (Williams). Nuevas variedades con resistencia poligénicas

son imperativas para combatir la creciente epidemia de la Sigatoka Negra.
1.4.3 Genes relacionados a la infeccion

Investigaciones de expresion diferencial en la relacion planta-patégeno se han realizado
con anterioridad en el caso de M. acuminata y P. fijiensis con diferentes estrategias, tales
como RNA-seq, microarrays, SSH (supressive substractive hybridization). El
descubrimiento de genes involucrados en el metabolismo de la infeccidn es una
herramienta util en programas de seleccion genética ya que es importante la generacion
de variantes con resistencia o tolerancia poligénica. Segun de Bellaire (2010) la

resistencia poligénica es preferible ya que dificulta la facil adaptacion del patégeno.

Segun un analisis usando RNA-seq, las variedades que muestran una mayor expresion
diferencial durante el tiempo de infeccion son las que probablemente poseen algun grado
de resistencia como DH Pahang y Calcutta 4. En un estudio de analisis comparativo de
secuencias de ARN (RNA-seq) en DH Pahang, se han encontrado genes ortélogos en
A. thaliana, que detectan patrones moleculares asociados a patoégenos (PAMPs; por sus
siglas en inglés) los cuales activan la inmunidad innata de la planta en presencia de P.
filensis. También se han encontrado altamente expresados receptores citoplasmaticos

asociados a quinasas que regulan sefales intracelulares (Noar & Daub, 2016).

Otro acercamiento se ha dado para estudiar el transcriptoma mediante SSH (Portal et al.,
2011) cuando hay interaccion con P. fijiensis. Enzimas relacionadas a la ruta metabdlica
de fenilpropanoides se encontraron en cultivares susceptibles. En la etapa necrotréfica

se encontraron rutas de sefales de transcripcion de resistencia de jasmonato y etileno.



Estas rutas en cultivares resistentes se activan antes por la acumulacion de la toxina
2,4 ,8-trihidrotetralona. Por otro lado, en cultivares resistentes como Calcutta IV, en
etapas iniciales de infeccion, genes que codifican dominios de dedos de zinc,
metalotioneinas, involucrados en la glicolisis o glucogendlisis, asi como la proteina
putativa de resistencia a la enfermedad RGA1 se vieron expresados positivamente
(Sanchez Timm et al., 2016).

De acuerdo con las investigaciones realizadas por Rodriguez (2016) usando la
tecnologia de microarray en la variedad resistente Calcutta se encontraron expresadas
de manera positiva proteinas relacionadas a la patogénesis, genes codificantes de
peroxidasa y fenilalanina amoniaco liasa. La expresion de estas enzimas se dio en la
etapa temprana de infeccion luego de un dia de inoculacién. No obstante, no se vieron

genes expresados en la variedad susceptible Williams luego de 144 horas post infeccion.
1.4.4 RNA-seq y transcriptomica

RNA-seq es una tecnologia que se ha desarrollado en los ultimos 10 afios, con el objetivo
de obtener la secuencia de ARN de una muestra, para cuantificar y luego explorar la
informacion de acuerdo con el objetivo de la investigacion, que puede ir desde el analisis
diferencial de expresién génica (DGE; por sus siglas en inglés) a isoformas. La
metodologia consiste primero en aislar el ARN de una muestra y se seleccionan las
moléculas principales a través de diversos métodos. Dependiendo de la tecnologia de
secuenciacion que se vaya a utilizar, el siguiente paso es la fragmentacién del ARN y la
sintesis de ADNc de doble cadena que luego se ligara a adaptadores para que el equipo
secuencie los fragmentos. El ultimo paso es realizar una amplificacion por PCR, para
que la muestra sea suficiente para facilitar la secuenciacion, seguida de la seleccion del

tamano y finalizando con la secuenciacion (Stark et al., 2019).

Se han desarrollado tres tecnologias principales para RNA-seq. La secuenciacion de
fragmentos cortos, que usa la tecnologia lllumina, necesita fragmentar la muestra para
leerla correctamente y es util principalmente para investigar la DGE. La secuenciacion
de fragmentos largos y la secuenciacion directa de ARN no necesitan el paso de
fragmentacion; PacBio y Nanopore son las tecnologias utilizadas respectivamente,



ademas de que se utilizan principalmente para evaluar isoformas en una muestra porque
mantienen la longitud del fragmento, lo que conserva informacion util de la secuencia
(Conesa et al., 2016).

Con los datos adquiridos, el siguiente paso es analizarlos. En primer lugar, los datos
deben limpiarse eliminando lecturas incorrectas, verificar el contenido de GC, descartar
lecturas de baja calidad y eliminar adaptadores. A continuacion, se implementa la
alineacion con el transcriptoma de referencia o de novo para vincular las transcripciones
a una coordenada de referencia del genoma. Posteriormente, los transcritos se
cuantifican para medir la abundancia con normalizacion, vinculando los datos a una
region especifica del genoma. La informacién cuantitativa podria expresarse en una
matriz que represente muestras y cada uno de los transcritos expresadas. El software y
el analisis estadistico son necesarios en el paso de modelado, siendo este ultimo el que
va a ayudar a interpretar los resultados por visualizacion o resultados de diferentes

modelos estadisticos (Stark et al., 2019).



CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1 Metodologia preliminar

El proyecto tiene un caracter bioinformatico partiendo de las secuencias de RNA-seq en
formato fastq de un tratamiento entre cultivares con diferente susceptibilidad, por lo que

se explica a breves rasgos el ensayo en el que se obtuvo la informacion.

Las variedades: susceptible (Williams) y resistente (Tuu Gia) fueron sometidas a un
bioensayo con la inoculacidon del hongo patégeno P. fijiensis sin duplicados y con un
control cada uno muestreados a las 6 y 12 horas. Los controles de 6 y 12 horas fueron
agrupados como un solo control. Fueron un total de 6 muestreos en cada un luego de
diferentes tiempos post infeccion (tabla 2.1). Se extrajo el ARN y se prepararon librerias
que fueron posteriormente secuenciadas “single-end” usando la plataforma Illumina

HiSeq-2000. Resultados de la secuenciacion se pueden observar en la tabla 2.2.

Tabla 2.1 Esquema de ensayos y dias cuando hubo recuperacion de tejido vegetal luego

de la infeccion.

Ensayos Tiempo post infeccion
6 horas
Williams 12 horas
y 24 horas
Tuu Gia 3 dias
7 dias
6 horas
Control
12 horas




Tabla 2.2 Informacion de los resultados de secuenciacion en cada libreria. Elaborado

por: Efrén Santos Ph.D.

% Lecturas

% Lecutras

% Lecturas

% Lecturas

# indentificad | identificad | identificad | identificad
indic | Index 1 as (PF) as (PF) as (PF) as (PF)
e (17) Lane 1 Lane 2 Lane 3 Lane 4 Muestra
TGACC
1 9,71 9,75 9,70 9,73
A Williams Ctrl 6, 12 hpi
ACAGT Williams M. fijiensis 6 hpi. R1,
2 10,67 10,55 10,69 10,58
G R2
GCCAA Williams M. fijiensis 12 hpi. R1,
3 6,04 6,07 6,04 6,07
T R2
CAGAT Williams M. fijiensis 24 hpi. R1,
4 7,52 7,53 7,52 7,53
C R2
CTTGT Williams M. fijiensis 3 dpi. R1,
5 9,58 9,47 9,59 9,51
A R2
AGTCA Williams M. fijiensis 7 dpi. R1,
6 8,39 8,43 8,39 8,43
A R2
AGTTC
7 9,09 9,06 9,09 9,08
C Tuu Gia Ctrl 6, 12 hpi
ATGTC Tuu Gia M. fijiensis 6 hpi. R1,
8 8,58 8,60 8,58 8,61
A R2
CCGTC Tuu Gia M. fijiensis 12 hpi. R1,
9 5,98 5,87 5,98 5,91
C R2
GTCCG Tuu Gia M. fijiensis 24 hpi. R1,
10 c 9,66 9,53 9,66 9,58 Ro
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GTGAA Tuu Gia M. fijiensis 3 dpi. R1,

11 6,06 6,08 6,06 6,09

A R2

CGTAC Tuu Gia M. fijiensis 7 dpi. R1,
12 G 5,25 5,24 5,24 5,25 R2

2.2 Corte de secuencias

Los 12 archivos fastq con tratamientos diferentes en las diferentes variedades fueron
cortados a un millén de lecturas para proseguir con el proyecto. El propdsito de acortar

los archivos fue de facilitar los procesos subsecuentes en una computadora de escritorio.
2.3 Limpieza de secuencias

Las secuencias obtenidas en bruto fueron corregidas con el programa fastp (Chen et al.,
2018). El programa realiza el control de calidad de las lecturas mediante la filtracidn,
corte de secciones a los extremos de baja calidad, corte de adaptadores y colas de
polyG/polyX. Se generaron tres archivos: un fastq corregido y los reportes de las
estadisticas de calidad en formato html y json que contienen el resumen de
modificaciones, el contraste de calidad antes y después, contenido de bases y conteo de

k-meros. El cédigo utilizado se observa en anexos.

Un chequeo mas detallado de la calidad de los archivos fastq filtrados previamente fue
realizado usando FastQC (Andrews, 2010). Este programa mostré las estadisticas por
calidad de bases, competencia de adaptadores, contenido GC, entre otras. Segun los
resultados y los parametros que indica el programa se seleccionaron los que tienen una
calidad suficiente para proceder a los otros analisis. Todas las secuencias fueron
seleccionadas.
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2.4 Mapeo

Se utilizé el genoma mas reciente de M. acuminata variedad malaccensis o DH Pahang
version 4 junto con archivo de anotacion obtenido de Banana Genome Hub

(https://banana-genome-hub.southgreen.fr/organism/1). En primer lugar, el archivo de

anotacion al estar en formato gff, fue convertido a gtf para ser procesado, lo cual se
realizo con el paquete AGAT (Dainat, 2022). Por otro lado, se utilizé el programa STAR
(Dobin et al., 2013) para efectuar el mapeo o alineacién de las lecturas con el genoma
de referencia. Luego se cred el indice con el genoma descargado y el documento de
anotacion en formato gtf, lo que generd un directorio con varios archivos importantes
para el paso de mapeo. Posteriormente se llevd a cabo el alineamiento por cada archivo
fastq. Como resultado se obtuvieron el mismo numero de archivos en formato SAM y
otros que muestran las estadisticas como el numero de lecturas procesadas y el éxito

que tuvieron en el mapeo.
2.5 Cuantificacidon de genes

Luego del mapeo, con los archivos en formato SAM que se obtuvieron y el de anotacion
se estimo la abundancia de transcritos mediante el programa featureCounts (Liao et al.,
2014). Se removio el encabezado y se cred un nuevo archivo solamente con la primera

columna de genes y las ultimas doce columnas que representan a cada muestra.
2.6 Expresion diferencial

Para el analisis de expresion diferencial, se instalo el programa R version 4.1.1 junto con
el paquete edgeR (Robinson et al., 2010). Con los datos del archivo de texto se creé una
matriz y se asignaron diferentes grupos a cada variedad y tiempo post infeccion.
Posteriormente se elaboré una lista DGE y una matriz adicional que referia cada variedad
con su correspondiente tiempo post infeccion en horas lo cual facilitdé procedimientos
posteriores. Se calcularon los factores de normalizacion y se elaboré una matriz de
modelo de disefio considerando todos los grupos sin la intercepcion. Se decidié un valor
de coeficiente de variacion bioldgico de 0,2 debido a la falta de replicados para realizar

un analisis de variabilidad. Por otro lado, diferentes contrastes fueron realizados tomando
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en cuenta el modelo lineal generalizado dentro y entre los cultivares, considerando el
tiempo post infeccion, debido a que hay 12 condiciones diferentes tratadas en el estudio,
asi como la prueba de razén de verosimilitud (likelihood ratio test) que es utilizada cuando
no hay réplicas. El estudio se centr6 en evaluar los genes en la variedad Tuu Gia por su
resistencia, ya que, en la comparacién, como se puede observar en el anexo, se restaron
los genes encontrados en el control de ambas ademas de los de la variedad susceptible
Williams y se obtuvo finalmente los genes netamente expresados en esa variedad. En la
tabla 2.3 se pueden observar los contrastes realizados. Como resultado principal se tiene
una tabla por cada comparacidn donde se encuentran los genes expresados
diferencialmente clasificados por varios estadisticos. Posteriormente la tabla se filtrd
siguiendo log2fc > |1|, que excluye genes que no sufren cambios significativos y FDR
menor a 0,5 que indica la tasa de errores tipo |. Posteriormente los nombres de los genes

se extrajeron en un archivo csv.
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Tabla 2.3 Tratamientos usados en el analisis de expresion diferencial en R. Los

el control (6 hpi).

tratamientos entre cultivares Williams vs Tuu Gia (12, 24, 72, 144, 168 hpi) tienen restado

Caodigo Cultivares hpi hpi
W.12vs6 12
W.24vs6 24
W.72vs6 Williams 72 6 (control)
W.144vs6 144
W.168vs6 168
T.12vs6 12
T.24vs6 24
T.72vs6 Tuu Gia 72 vs 6 (control)
T.144vs6 144
T.168vs6 168
TvsW.6h 6 6
TvsW.12h 12 12
TvsW.24h Tuu Gia vs 24 24
TvsW.72h Williams 72 72
TvsW.144h 144 144
TvsW.168h 168 168

14




2.7 Analisis comparativo

El analisis de expresién diferencial en R dio como resultado listas de genes de banano
para cada tratamiento realizado. Luego se efectud la asignacion de esos ID de las listas
con su correspondiente region codificante (CDS), para lo cual se descargé el archivo de
CDS en formato fasta de la variedad DH Pahang (obtenida de https://banana-genome-
hub.southgreen.fr/node/50/7720975). La asignacion se dio mediante la utilizacion del
paquete biokit (Bedre, 2020). Luego de obtenidas las secuencias para cada ID de las

listas se procedio a realizar el analisis comparativo.

El analisis comparativo tiene como objetivo relacionar los genes que se obtuvieron en el
analisis de expresion diferencial con genes de especies que son organismos modelos,
es decir, buscar una homologia. Los organismos modelos poseen una anotacion
exhaustiva de sus secuencias, por lo que poseen mas informacién, en contraste con las
anotaciones de las secuencias de M. acuminata. Los genes homodlogos fueron
encontrados mediante la herramienta BLASTx de NCBI (Altschul et al., 1990) que busca

nucleotidos en una base de datos de proteinas.

Se realizaron dos BLASTx respectivamente con la especie modelo Arabidopsis thaliana
y la graminea de importancia comercial Oryza sativa o arroz. En la tabla 2.4 se muestran
los hits de genes expresados de manera positiva y negativa en cada comparacion que
se hizo en el analisis diferencial por cada especie. Se puede observar que existen mas
ocurrencias con respecto a la graminea, por lo que se la escogio para el posterior

analisis.
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Tabla 2.4 Genes homdlogos de M. acuminata encontrados por BLASTx con las especies

A. thaliana, O. sativay Z. mays.

Numero genes Numero de genes encontrados por
expresados BLASTx

Codigo diferencialmente Arabidopsis thaliana Oryza sativa

+ - + - + -
W.12vs6 204 431 203 419 204 428
W.24vs6 751 804 741 796 751 799
W.72vs6 1055 1061 1041 1042 1053 1058
W.144vs6 199 167 194 160 197 167
W.168vs6 1090 1088 1075 1072 1086 1081
T.12vs6 160 357 158 345 160 354
T.24vs6 986 705 976 699 983 703
T.72vs6 1103 825 1087 814 1099 822
T.144vs6 198 312 195 302 197 312
T.168vs6 1283 993 1268 983 1278 990
TvsW.6h 100 210 97 203 99 209

TvsW.12h 19 6 19 5 19 6

TvsW.24h 14 3 14 3 14 3

TvsW.72h 28 13 28 12 28 13

TvsW.144h 6 7 6 7 6 7

TvsW.168h 45 13 44 13 45 13
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2.8 Analisis funcional y de enriquecimiento

El analisis funcional se realiza para poder dar un sentido biolégico a las listas de genes.
Esto se da mediante la asignacion de familias de genes, términos de ontologia genética
(GO) o de la identificacién de rutas metabdlicas sobrerrepresentados, lo que da mas
precision para descubrir el involucramiento que tienen los genes en la relacion planta-

patogeno.

Para realizar este proceso se crearon nuevas listas de genes expresados
diferencialmente a partir de las derivadas del analisis comparativo con arroz, pero
clasificandolos entre expresion positiva y negativa. Estas fueron utilizadas para realizar
el analisis funcional en el cual se utilizaron tres herramientas diferentes. Esta separacion
permitié efectuar un contraste entre los procesos que estan mas presentes (expresion

positiva) y los que disminuyen (expresion negativa).
2.8.1 GenFam: Identificacidon de familias de genes enriquecidas

GenFam es una herramienta web o de linea de comando que permite la anotacion,
clasificacion 'y enriquecimiento de genes significativos segun familias
sobrerrepresentadas (Bedre & Mandadi, 2019). En un ciclo se proceso cada lista de
genes obtenidas de las comparaciones entre diferentes tratamientos. Tres archivos
fueron generados en este proceso: uno que muestra el resumen, otro las estadisticas de
enriquecimiento y finalmente un grafico de barras de la familia de genes encontrados con

su valor p.
2.8.2 AgriGO: Identificacion de términos GO enriquecidos

AgriGO es una herramienta web que realiza un analisis de Ontologia Genética en plantas
comerciales (Tian et al., 2017). La Ontologia Genética es una iniciativa que compendia
una representacion de los atributos de genes y productos de estos, de una manera
estructurada, denominandolos ‘términos’ (Carbon etal.,, 2019). Se clasifican en:

funciones moleculares, procesos biolégicos y componentes celulares.
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Para realizar el analisis se seleccion6 en plantas y posteriormente en Poaceas, que es
la familia a la cual pertenece el arroz. Luego se elige SEA (Singular Enrichment Analysis)
como herramienta de analisis y se selecciona la especie Oryza sativa japonica. En el
recuadro se ingresaron las listas de genes. Los resultados que se obtuvieron fueron: Un
resumen de todos los ID genéticos con sus respectivos términos GO, los genes con sus
terminos GO mas significativos y graficos DAG (Direct Acyclic Graph) que muestran
jerarquicamente con cédigos de color las relaciones entre los términos GO ya sean de
funciones moleculares, procesos bioldgicos y componentes celulares. Se puede
observar los elementos que componen este diagrama en la figura 2.1.

Significance levels and Arrow types Diagram

Level9 154

Level8 part_of

Level7 positive_regulate

regul
Level6 egulate

n ive_r |
_ LevelS egative_regulate

A

Leveld two significant nodes

Level3 nnnnnmp One significant node

_ Level2

_ Levell

Figura 2.1 Elementos que componen los diagramas DAG. Mientras mas intenso es el color
del recuadro, mayor es el nivel por lo que es una relacion mas significativa. Tomado de
AgriGO.

2.8.3 KOBAS: Identificacion de rutas metabdlicas enriquecidas.

Las rutas metabolicas significativas en cada lista de genes fueron exploradas mediante
el programa web KOBAS. Este permite anotar una lista de genes con rutas putativas y
relaciones patogénicas sobrerrepresentadas ya que tiene a KEGG como base de datos
principal (Xie et al., 2011).

Antes de ingresar la lista de genes se tuvo que convertir el formato de los ID de genes
de MSU a RAP, dependiendo de la base de datos que haya sido obtenido, ya que este
ultimo formato es el aceptado por KOBAS. La herramienta de Rice Genome Hub fue
utilizada (https://rice-genome-hub.southgreen.fr/content/id-converter) para la conversion.
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Luego de ya convertidos los ID se ingreso a la pagina de analisis de rutas metabdlicas.
Como resultado se obtuvieron: un archivo con las rutas metabdlicas con un valor p menor

a 0.05 y graficos de las rutas enriquecidas segun el valor p y de enriquecimiento.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Analisis de expresion diferencial

En primer lugar, se realizé una exploracién de las matrices de conteo que se tenian de
cada tratamiento principal mediante una grafica multidimensional basadas en fold of
change (FC) que permite visualizar diferencias entre los perfiles de expresion. Esta
grafica (figura 3.1) demuestra que la expresion de ambos cultivares en los mismo tiempos

post infeccién tienden a ser similares, debido a las agrupaciones que se pueden

observar.
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Figura 3.1 Grafica de exploracion de datos de manera multi-dimensional entre los grupos
de tratamiento.

Luego de realizar el analisis de expresion diferencial se obtuvo el numero de genes
expresados de manera positiva y negativa, como se puede observar en las primeras dos
columnas de la tabla 2.4. Ademas, graficos que comparan FC, que se refiere al nivel de
expresion, ya sea negativa o positiva, con CPM (counts per million) que es la cantidad
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de copias en millones. Posteriormente se mostraran algunas de las graficas que se

realizaron dentro del estudio.
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Figura 3.2 Grafico de expresion diferencial en la comparacioén entre los controles de
Williams y Tuu Gia.
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Figura 3.3 Las graficas representan la expresion diferencial entre el control vs 3
dias post-infeccion. A la derecha se puede observar la comparacion en Tuu Giay
a la izquierda en Williams
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En la figura 3.2 podemos observar la comparacion que se realizd entre los controles de
las variedades. La informacion que brinda el grafico revela diferencias en la expresion
normal de la planta sin ser infectada. También, en la figura 3.3 se observan dos graficas
que representan los contrastes entre el control y 3 dias post-infeccion, en Williams
(izquierda) y Tuu Gia (derecha). Las graficas se ven similares, no obstante, el grafico 3.4
demuestra que hay genes que se expresan de manera diferente entre las dos

variedades.
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Figura 3.4 Grafico de expresion diferencial que representa la comparaciéon entre
ambos cultivares luego de 3 dias post-infeccion.

3.2 Analisis comparativo

Se encontro que el banano tiene mejores hits en arroz que en Arabidopsis. La cantidad
de genes totales de banano al realizar el blastx fue de 14.236 con 7.241 genes
expresados de manera positiva y 6.995 genes expresados negativamente. Los hits con
la planta modelo A. thaliana fueron en total de 98,49%, mientras que, en arroz, al ser una
planta modelo cultivable monocotiledonea, posee mas similitud con banano con 99,63%
de hits.
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3.3 Analisis funcional

Para hacer el analisis funcional se consideraron las comparaciones entre las variedades
en el estadistico R. Algunas de estas no pudieron ser analizadas de manera funcional ya
que no poseen una cantidad de genes suficientes para ser procesados por los programas

utilizados en esta seccion.
Control

Se realizé un analisis de expresion diferencial base para medir el efecto inicial que tiene
Tuu Gia. En primer lugar, analizando los genes positivos expresado, de manera
significativa, en la figura 3.5, ocho familias genéticas fueron identificadas mediante
GenFam. HSP20 (Heat Shock Protein) es una de las familias genéticas mas
sobrerrepresentadas. Esta familia actia como chaperona y confiere tolerancia a estrés
biotico y abidtico, asi como molécula de control de calidad proteico (Lee et al., 2012).
Estudios han demostrado que juega un rol en la inmunidad innata (Park & Seo, 2015)
por lo que inicialmente puede ser considerado como de interés en la interaccion planta
patogeno. Se pudo identificar el término GO 0006952 de respuesta a las defensas con
actividad en el reticulo endoplasmatico, ademas del gen responsable
LOC_0S04G01740.1. De igual manera ocurre con HSP90 que tiene la misma
funcionalidad de la familia proteica anterior pero también interactua con otras proteinas

que dan estabilidad a la proteina R que reconoce patrones moleculares de patégenos.

La familia de genes MBF1 (Multipleprotein Bridging Factor 1) fue la segunda con mayor
significancia. Se ha identificado esta familia en A. thaliana como responsable de la
induccion de estrés bidtico y abidtico, mostrando una mayor tolerancia a la salinidad y
accion de patégenos cuando se encuentra expresada de manera positiva (Zhang et al.,
2019). Ademas, segun los términos GO, se encuentra involucrado en metabolismo del
acido abscisico y el etileno, lo que concuerda con estudios previamente realizados
(Sanchez Timm et al., 2016). El gen involucrado en esta familia es LOC_0S08G27850.1.
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Estos términos corresponden también a la familia genética FBA (Aldolasa fructosa-1, 6-
bifosfato) y a Beta-fructofuranosidasa (BFLUCT).
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Figura 3.5 Familias genética expresadas positivamente sobrerrepresentadas en
la comparacién base entre los controles de ambas variedades. Obtenida de
GenFam.
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En KOBAS cada cluster se refiere a un grupo de metabolismo que tiene actividad similar,
en este caso en la figura 3.6 se muestran 7 clusters principales segun el radio de
enriquecimiento, es decir, la relacion ente la cantidad de genes ingresados que
pertenecen al metabolismo y la totalidad de genes de la planta. No hay rutas metabdlicas

enriquecidas significativas.

Con respecto a la expresion negativa en esta comparacion, se puede observar en la
figura 3.7 que en estas condiciones los grupos familiares estan mucho mas
sobrerrepresentados. La familia FBA se encuentra en mayor proporcion, en contraste
con lo observado en el grafico positivo. FBA regula las respuestas de la planta a
fitohormonas como acido abscisico, cierre de estomas y es antagonista de rutas de
etileno y acido salicilico. El etileno es una hormona del estrés para que activen sefales

de defensa de evasion de patégenos

Esto indica que los genes de susceptibilidad van a estar en menor proporcion ya que se

ha encontrado que reacciona contra el acido abscisico (Lievens etal., 2017). Se ha
encontrado que puede suprimir la accidn de respuesta de la planta contra el patégeno,
siendo utilizada como wuna molécula efectora. Los genes involucrados son
LOC_0S11G07020.1, LOC_0S05G33380.1, LOC_0S01G02880.1.

Se encontr6 también la familia AP2/EREBP es la responsable de responder en estrés
bidtico con los términos GO asociados ruta de sefialamiento activada por auxinas
(GO:0009734), ruta de sefalizacion mediada por acido jasmoénico (GO:0009867),
regulacion de sefializacion de &acido abscisico (GO:0009788), regulacion etileno
(GO:0010105). Los genes involucrados son: LOC_0S06G09390.2,
LOC_0S02G43790.1, LOC_0S01G12440.1, LOC_0S04G46250.1,
LOC_0OS01G58420.1. Por otro lado, estudios han demostrado que los genes RSV vy
RTSV se encuentran expresados positivamente cuando hay estrés bidtico (Sharoni et al.,
2011).

Ademas, WRKY tiene en su familia proteinas que juegan un papel importante en regular
las respuestas de defensa inducidas por el patégeno, lo que demuestra potencial como
candidato de resistencia ya que se posee el término GO de respuesta de defensa contra
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hongos (GO:0050832), pero al no necesitarse aun en esta etapa, no esta expresada de
manera positiva. El término GO mencionado anteriormente también se lo encuentra en
metabolismo de lipido acil (ALP), Glutation s-transferasa (GST), transporte de solutos
inoranicos (ISCT). Genes que pertenezcan a esta familia tienen un potencial de hacerle
frente a patdgenos, por lo que se los consideraria genes candidatos. No obstante, se

encuentra en baja proporcion ya que aun no existe infeccion por parte del patégeno.
4.0

3.5 1

3.0 A

N
w
L

-log10(p value)
N
o
1

1.5
1.0 1
0.5 A
O-O T T T T T T T T
o w o =
S 3 % X M 2 5 8 £ % G
[ s w 4 - 1) s S < O
x =z = 9 3
5 g g
< <
Gene Family

Figura 3.7 Familias genética expresadas negativamente sobrerrepresentadas en la
comparacion base entre los controles de ambas variedades. Obtenida de GenFam.

Con respecto a las rutas metabdlicas identificadas, en la figura 3.8, las mas destacadas
que se pueden corroborar con estudios previamente realizados son la de: ruta de
sefalizacion MAPK (LOC_0s01g28500.1, LOC_0Os01g61080.1, LOC_0s03g20790.1,
LOC_0Os06g05520.1, LOC_0Os06g51060.1, LOC_0Os10g42430.1), transduccion de
sefiales hormonales y sintesis de flavonoides. En la figura 3.9 se muestra un mapa de
ruta metabdlica obtenida de KEGG de la sefializacion MAPK. Esta ruta de sefalizacion
se encuentra involucrada en la activacion de la inmunidad de la planta, incluso, se ha
encontrado que esta ruta tanto de la planta como del hongo patdégeno interactuan
generando un dialogo de sefnales moleculares (Hamel et al., 2012). También, provoca

mecanismos de defensa dirigidos directamente a las células fungicas.
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negativamente generado en KOBAS de la comparacién entre los controles de
ambas variedades. No se encontraron rutas significativas.
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En la figura 3.10 se puede observar el grafico DAG de procesos biologicos de términos
GO. Los recuadros mas oscuros son los mas significativos. En este caso, los procesos
catabolicos de carbohidratos (GO:0016052).

12 horas post infecciéon

La comparacion entre Williams y Tuu Gia luego de 12 horas de infeccion dio como
resultado cinco familias de genes sobrerrepresentadas positivamente, como se puede
observar en la figura 3.11. La familia WRKY es la mas significativa, a la cual se le asocia
segun términos GO: ruta de senalamiento de acido abscisico (GO:0009738), como se
menciono en la comparacion anterior con los controles, siendo los genes importantes:
LOC_0S05G46020.1, LOC_0OS05G25770.1. Al encontrarse en este caso regulado de
manera positiva y no negativa como en los controles, se puede identificar como un gen

candidato de tolerancia ante el patogeno.

Ademas, se puede observar que la familia FBA es la segundo mas sobrerrepresentada,
lo que indica que se generara una accion contra el acido abscisico, que, segun
investigaciones, este compuesto puede coadyuvar en las infecciones, siendo un objetivo
para los patogenos (Hu & Bidochka, 2021). Esta familia esta expresada de manera
negativa en el control. Gen de interés para esta familia es LOC_0S05G33380.1.

La familia de genes VQ, son reguladores transcripcionales que juegan diversos roles en
respuesta a defensas y tolerancia hacia estrés (Jing & Lin, 2015). El acido salicilico
(GO:0010337) y acido jasmonico fueron identificados como términos importantes en
procesos biologicos del analisis de la ontologia genética dentro de esta familia. Se ha
demostrado que la acumulacién de estos compuestos indica que ha habido una accion
por parte del patdgeno para dar pie a las respuestas de defensa. Esta familia tiene el
mismo valor p que en las identificadas como expresion positiva en los controles. El gen
involucrado aqui es LOC_0S01G59410.1.
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Figura 3.11 Contraste entre Williams y Tuu Gia de genes expresados positivamente luego
de 12 horas de infeccion. Obtenida de GenFam.

También se identificd la familia de genes pertenecientes a bromodominio y dominios
extra terminales (BET) que regula la expresion de genes por modificaciones en su
cromatina y se encuentra involucrada en rutas metabdlicas activadas por acido abscisico
y a respuestas de defensa. Por otro lado, se tiene a la familia chaperona del cobre (CCH)
que se expresa cuando secciones de la hoja estan senesciendo. Se encontré6 ademas
asociado el término GO de respuesta de defensa hacia hongos (GO:0050832), siendo el
gen LOC_0S12G23280.4 uno de los involucrados. La ruta metabdlica identificada
mediante KOBAS en la figura 3.12, con valor p corregido menor a 0.05 es la de
biosintesis de flavon y flavonol con el gen LOC_0s03g25150.1. Esta ruta puede ser

considerada en la relacion planta patdégeno ya que es una especie de repelente hacia
estos.
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Figura 3.12 Analisis de enriquecimiento de rutas metaboélicas en KOBAS
contrastando Williams y Tuu Gia luego de 12 horas de infeccion.

Con respecto a los resultados de expresidon negativa, no hay una cantidad suficiente para

determinar genes enriquecidos.
24 horas post infeccion

Los genes expresados diferencialmente, en mayor proporcién fueron positivos, por lo que
solo de estos se pudo realizar el analisis de enriquecimiento. La familia que se encuentra
mayormente representada es la de union a la clorofila A/B (LHC) (figura 3.13). Segun sus
términos GO, se encuentra involucrado en el proceso bioldgico de respuesta molecular
a estimulo de acido abscisico, ademas de la mayoria de los componentes que se
asociacién con la fotosintesis. Incluso, la ruta metabdlica de fotosintesis se encuentra
mayormente sobrerrepresentada en el analisis en KOBAS como se puede observar en

la figura 3.14.

La otra familia, asparagina sintasa (ASNS) ha sido caracterizada anteriormente en la
planta de tabaco, confiriendo resistencia ante patogenos virales (Hwang et al., 2011).
Aun no se la ha caracterizado en infecciones fungicas, por lo que explorar su rol en este
tipo de interaccion planta patégeno es de utilidad para identificar genes involucrados.

Finalmente, CCCH familia genética de dedos de zinc (CCCH ZF) se encuentra ligada a
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modificaciones post-transcripcionales y a procesos de estrés, que incrementan la
tolerancia.

LHC A
ASNS -

CCCH ZF A

Gene Family
Figura 3.13 Analisis de enriquecimiento de familias genéticas luego de 24 hpi. Se
muestran las familias sobrerrepresentadas positivamente. Obtenido de GenFam.

Metabolic pathways
Carbon fixation in photosynthetic organisms IS

Pyruvate metabolism

C1
Carbon metabolism co
c:
Other
Alanine, aspartate and glutamate metabolism |—

Biosynthesis of amino acids

Protein processing in endoplasmic reticulum

0 0.63 0.06 0.09 0.12 0.15

Enrich ratio

Figura 3.14 Analisis de enriquecimiento de rutas metabélicas mediante KOBAS
en la expresion diferencial positiva 24 hpi.
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72 horas post infeccion

Tomando en cuenta las familias genéticas que se involucran en la relacion planta-
patogeno. La familia Bcl-2-asociada a atandgeno (BAG) confiere resistencia basal contra
patogenos fungicos necrofiticos, como se demostré en una investigacion con A. thaliana
y el patégeno Botrytis cinerea (Kabbage et al., 2016). Ademas, términos GO asociados
a esta familia son la de respuesta a patégeno fungico, a estrés biotico, especies reactivas
de oxigeno, con el gen involucrado LOC_0S05G43670.1, que es e interés para conferir
resistencia al cultivo. La segunda familia que cumple un rol importante es la de lipo
oxigenasas (LOX) que se acumula cuando existe estrés bioldégico de la planta,
senescencia y por la acumulacion de acido jasmonico y abscisico, con modificaciones
en la pared celular. Siendo el gen de interés LOC_0S02G10120.1 que brinda resistencia

o tolerancia al presentarse expresado de manera positiva.

La familia de LHC redujo su expresion en comparacion a la etapa de infeccidn anterior,
que incluso fue un metabolismo significativo en esta etapa como se puede observar en

la figura 3.16 y BET se expreso con la misma frecuencia que luego de 12 hpi.
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Figura 3.15 Familias de genes expresadas positivamente de manera diferencial luego de 72
hpi. Generado en GenFam.
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Figura 3.16 Analisis de enriquecimiento de rutas metabdlicas mediante KOBAS en la
expresion diferencial positiva 72 hpi

Con respecto a los resultados de la expresion negativa, se pudieron obtener cuatro
familias genéticas sobrerrepresentadas como se puede observar en la figura 3.17. La
familia genética ASNS que confiere resistencia ha disminuido su expresion lo que puede
significar la superaciéon de la infeccion (LOC_0OS06G15420.1). Asi como la familia de
galactosidasa (AGAL) que tiene un rol similar sobre el patéogeno con el gen
LOC_0S10G35110.2; y la familia genética de glicerofosfodiéster fosfodiesterasa
(GDPD) con gen LOC_0S02G31030.2, que se puede ver su sobrerrepresentacion en el
analisis en KOBAS (figura 3.18) en la ruta de biosintesis de glico esfingolipidos.
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Figura 3.17 Familias de genes expresadas negativamente de manera diferencial 72 hpi.
Generado en GenFam
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Figura 3.18 Analisis de enriquecimiento de rutas metabélicas mediante KOBAS en la
expresion diferencial positiva 72 hpi
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144 horas post infeccion

En esta etapa solo se analiz6 la expresidn negativa, ya que hay una mayor cantidad de
transcritos que puede ser procesada por los programas. La familia de GDPD se expresa
con la misma frecuencia de la etapa anterior, lo cual corresponde ademas con la ruta
metabadlica significativa de glicerolipidos. Incluso se puede observar como la familia que
le conferia resistencia al estar regulada positivamente (WRKY) luego de 12 hpi, se
expresa de manera negativa como el control, lo que indicaria que la planta esta volviendo

a un estado post infeccion.
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Figura 3.19 Familias de genes expresadas negativamente de manera diferencial
luego de 144 hpi. Generado en GenFam
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168 horas post infeccion

En la figura 3.20 se puede observar la familia GST que en contraste a la comparacion
entre controles, va a estar expresada diferencialmente de manera positiva y estar en una
etapa de desintoxicacion. Se han encontrado genes de esta familia en la especie Lilium
regale que fue inducible por acido salicilico y etileno con Fusarium oxysporum que tiene
la caracteristica de también ser hemibiotrofico que, ademas, indica que atenua el estrés
oxidativo (Gullner et al., 2018). La expresion de estos genes dependera de la planta en
la que se exprese porque puede generar tanto susceptibilidad como tolerancia. En el
caso del banano se ha demostrado (Wang et al., 2013) que aumenta la expresion de
estos genes cuando se encuentran infectados por patégenos fungicos, tratando de
mitigarla. Los genes involucrados en el analisis son LOC_0S05G34150.1,
LOC_0S10G38710.1, LOC_0S10G38140.1.
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Figura 3.20 Familias de genes expresadas positivamente de manera diferencial
luego de 168 hpi. Generado en GenFam
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Las rutas metabdlicas enriquecidas en esta etapa (figura 3.21) fue la de biosintesis de
metabolitos secundarios, asi como el de flavonol que se ha mantenido en todos los

analisis.
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Figura 3.21 Analisis de enriquecimiento de rutas metabdlicas mediante KOBAS en la
expresion diferencial positiva 72 hpi

La familia GDPD fue unas de las mayormente expresadas negativamente, la cual
ademas se ve involucrada en la ruta metabdlica de glicerofosfolipidos. Se conoce que
tienen una actividad protectora, por lo que, al estar regulada negativamente, aumenta la
susceptibilidad de la planta con el gen LOC_0S02G31030.2.
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Figura 3.22 Familias de genes expresadas positivamente de manera diferencial
luego de 168 hpi. Generado en GenFam
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Lista de genes candidatos de resistencia y/o tolerancia

Finalmente, con la informacion brindada en cada etapa de la infeccion se pueden
discriminar los genes de resistencia y/o tolerancia segun las familias de genes
identificadas. Tomando como referencia informacion bibliografica sobre estas familias
geneéticas y su involucramiento en la interaccidn planta-patdgeno y especialmente en las

respuestas de defensa de la planta.

Tabla 3.1 Genes seleccionados como candidatos de resistencia y/o tolerancia con sus
respectivas familias genéticas o rutas metabodlicas.

Familia genética involucrada o

Genes metabolismo
LOC_0S04G01740.1 HSP20
LOC_0S08G27850.1 MBF1
LOC_0S11G07020.1 FBA

LOC_0OS05G33380.1

LOC_0OS01G02880.1.

LOC_0OS06G09390.2 AP2/EREBP
LOC_0S02G43790.1
LOC_0S01G12440.1
LOC_0S04G46250.1

LOC_0OS01G58420.1

LOC_0OS05G46020.1 WRKY

LOC_0OS05G25770.1
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LOC_0Os01g28500.1
LOC_Os01g61080.1
LOC_0Os03g20790.1
LOC_0Os06905520.1
LOC_0Os06951060.1

LOC_0s10g42430.1

Ruta metabodlica MAPK

LOC_0OS01G59410.1 VQ
LOC_0S12G23280.4 BET
LOC_0OS05G43670.1 BAG
LOC_0S06G15420.1 ASNS
LOC_0OS05G34150.1 GST

LOC_0OS10G38710.1

LOC_0OS10G38140.1
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

e Los objetivos especificos se cumplieron para poder desarrollar la base de datos
de genes de resistencia y/o tolerancia del banano ante la infeccidn mediante la
exploracion de las diferencias en la expresion de la variedad Williams y Tuu Gia.
La exploracion se realizO mediante el uso de métodos y herramientas
bioinformaticas.

e El analisis comparativo demostré que posee una mayor semejanza con el arroz
que con A. thaliana, con un 99,63% de hits, lo que permitié descubrir una mayor
cantidad de genes homdlogos.

e Las comparaciones de las dos variedades en un mismo tiempo de infeccion
resultaron en una cantidad de genes expresados diferencialmente en la variedad
resistente. Algunas etapas, al no tener mucha diferencia, no se pudo obtener una
cantidad suficiente para poder evaluarlas.

e Se encontré que la variedad resistente desde el primer momento, incluso antes
de la infeccion, tiene una expresion diferencial con respecto a la susceptible. Esta
expresion se vera modificada, por lo que en diferentes tiempos van a preponderar
diferentes familias de genes en diferente proporcion.

e Ademas, se encontraron 25 genes de tolerancia o resistencia. Estos ayudaran a
que los métodos en programas de mejoramiento genético tengan un
direccionamiento certero.

e Los genes asociados a tolerancia o resistencia sin infeccidn se encuentran
mayormente involucrados en rutas metabdlicas de MAPK, y familias genéticas
como HSP20 implicadas en produccién de etileno, acido abscisico y jasmonato.
Estos ultimos productos se encuentran fuertemente regulados en todos los
tiempos post infeccion muestreados en el ensayo.

e Las familias genéticas y rutas metabolicas encontradas corresponden a la relacion

planta-patdégeno segun bibliografia de estudios similares.
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Es importante destacar que la lista de genes candidatos pueden actuar como
resistentes o susceptibles, dependiendo del nivel de expresion genética. Por ello,
estudiar su comportamiento mas de cerca daria mas pistas sobre la resistencia

de la planta hacia patogenos.
Recomendaciones

El proyecto tuvo la limitante de utilizar solamente con un millon de lecturas en el
archivo fastq ya que para trabajar con la totalidad de las lecturas se necesita de
un gran poder informatico de una super computadora o servidor con grandes
capacidades. Es por esto por lo que los resultados obtenidos solo muestran parte
de la expresion genética del ensayo. A su vez limita el analisis de enriquecimiento
al haber muy pocos genes, lo que ocurrié en el analisis ontoldgico usando AgriGO.
El ensayo biolégico que se realiz6 no tuvo replicados en cada tiempo post
infeccion. Es por esto por lo que en el analisis de expresion diferencial se realizé
una estimacién de la varianza. La carencia de estos datos pudo resultar en un
falso hallazgo de genes, por lo que futuras investigaciones se deberian de tener
al menos tres replicados bioldgicos.

En el proyecto se consideré un solo control tomado luego de 6 y 12 horas post
infeccion como uno solo. Lo 6ptimo para realizar un analisis transcriptomico es de
tener controles por triplicado en cada etapa de la interaccidn planta-patégeno.
Luego del hallazgo de los genes es importante verificar por RT-gPCR la presencia
y el numero de copias en variedades sanas e infectadas.

Ampliar los muestreos en tiempos donde la infeccion P. fijiensis muestra sintomas
visibles ya que los genes involucrados podrian dar nuevas pistas sobre la

resistencia de sus genes.
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APENDICES

1. Limpieza de secuencias con fastp y fastqc

conda install -c bioconda fastp

for x in *.fastqg;
do
fastp -1 $x -o "out-$x" -h "out-h-$x.html" -j "out-j-$x.json";

done

conda install -c bioconda fastqgc

fastgc -o /Volumes/MelissaCRP/Transcriptomics—-RNA-seq/fastQC-filt *

2. Alineamiento con STAR

conda install -c bioconda star

conda install -c bioconda agat
#Convertir el archivo de anotaciones de gff a gtf

agat convert sp gff2gtf.pl -gff Musa acuminata pahang v4.gff3 \

-0 Musa acuminata pahang v4.gtf
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#Creacidn del indice
STAR --runThreadN 64 --runMode genomeGenerate --genomeDir index \
--genomeFastaFiles /home/melissarp mr/hisat/Musa acuminata pahang v4.fasta \

--sjdbGTFfile /home/melissarp mr/hisat/Musa acuminata pahang vé4.gtf

#Alineamiento

for x in *.fastqg;

do

STAR --runThreadN 32 --genomeDir /home/melissarp mr/index \
—--outFileNamePrefix $x \

--readFilesIn $x;

done

3. Cuantificacién de genes con featureCounts

conda install -c bioconda subread

mkdir counts

featureCounts -T 4 -s 2 -a

/home/melissarp mr/hisat/Musa acuminata pahang v4.gtf \

-o /home/melissarp mr/counts/banana featurecounts.txt \
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/home/melissarp mr/mapping/sam-file-map/*sam

#Remover la primera columna

sed 'ld' banana featurecounts.txt > tmpfile; mv tmpfile

banana featurecounts.txt

#Seleccionar la primera y las ultimas doce columnas
awk '{print $1,%7,$8,$9,%10,%11,%12,%13,%14,5%15,516,517,518}"' \
banana featurecounts.txt > clean banana featurecounts.txt
4. Analisis de expression diferencial en R
if (!'requireNamespace ("BiocManager", quietly = TRUE))
install.packages ("BiocManager")

BiocManager::install (version = "3.12")

if (!'requireNamespace ("BiocManager", quietly = TRUE))

install.packages ("BiocManager")

BiocManager::install ()

BiocManager::install ("edgeR")

BiocManager::install ("limma™)
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install.packages ("statmod")

library (limma)

library (edgeR)

library (gplots)

getwd ()

#Informacidén comun

matrixDGA <- read.delim(file =
"/Users/melissa/Desktop/Transcriptomics&Bioinformatics |

Thesis/counts/clean banana featurecounts.txt", header = TRUE,
Sep:n n)

Cultivar <- factor (C("T", "T", "T", "T", "T", "T", vav’ vav’ vav’ vav’ vav’ "W") )

tpi <-
factor (c(" 6h"’ "12h"’ "24h"’ "72h"’ "144h"’ "168h"’ " 6h"’ "12h"’ "24h"’ "72h"’ "144h
","168h")) #Control es 6-12h con mock

colnames (matrixDGA) = c ("Gene ID","CT6-
12h","T12h"’"T24h"’"T3d"’"T6d"’"T7d","cw6_
12h", "Wth","W24h"’"W3d","w6d"’"W7d")

types <- factor(c("CTé6-12h","T1l2h","T24h","T3d","Ted","T7d", "CWe-
12h", "W]_Zh", "W24h", "W3d", "W6d", "W7d"))

#teniendo en cuenta que no hay réplicas

y <- DGEList (counts=matrixDGA[,2:13], genes=matrixDGA[,1l],group = types)

54



#crear matriz de condiciones

targets <- data.frame (Sample = colnames(y),Cultivar, tpi)

Group <- factor (paste(targetsS$Cultivar,targetsStpi,sep="."))

cbind (targets, Group=Group)

keep <- filterByExpr (y)

table (keep)

y <- ylkeep, , keep.lib.sizes=FALSE]

#filtrar los que no tienen un nivel significativo de expresidn

y <- calcNormFactors (y)

ySsamples

plotMDS (y) #data exploration

ffcreate a design matrix

design <- model.matrix (~0+Group)

colnames (design) <- levels (Group)

#Asignacidén un valor de variacidén bioldgica ya que no hay réplicas

bcv <= 0.2

fit <- glmFit(y, design, dispersion = bcv"2)
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#likelihood

lrt <- glmLRT (fit,coef=2)

topTags (lrt)

my.contrasts <- makeContrasts(

T.12vs6 = T.12h-T.6h,

T.24vs6

Il
H

.24h-T.6h,

T.72vs6

Il
H

.72h-T.6h,

T.144vs6 = T.144h-T.6h,

T.168vs6 = T.168h-T.6h,

W.12vs6

Il
=

.12h-w. 6h,

W.24vs6

Il
=

.24h-W. 6h,

W.72vs6 = W.72h-W.6h,

W.144vs6 W.144h-W. 6h,

W.168vs6

W.1l68h-W.6h,

TvsW.6h = T.6h-W.6h,

TvsW.12h = (T.12h-T.6h)-(W.12h-W.

TvsW.24h

TvsW.72h = (T.72h-T.6h)-(W.72h-W.6h),

TvsW.144h (T.144h-T.6h)-(W.144h-W.6h),
TvsW.168h = (T.168h-T.6h)-(W.168h-W.6h),

levels=design)
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(T.24h-T.6h)-(W.24h-W.

eh),

eh),



fit.col.names <- colnames (fit)
fit.col.names[1:6]
keep <- outlS$tableS$SFDR < 0.05 & abs(outStable$SlogFC) > 1

filt <- outl[keep,]

fgenes respondiendo diferente ante la infeccidén en Tuu gia vs the control
glfl <- glmLRT (fit, contrast=my.contrasts[,"T.12vs6"])

plotl <-plotMD(glfl)

outl <- topTags(glfl)

summary (decideTests (gqlfl))

#Por cada tratamiento se realiza

glf <- glmLRT (fit, contrast=my.contrasts[,"T.24vs6"])
plotMD (glf)

topTags (glf)

summary (decideTests (glf))

5. Extraer CDS de genes expresados diferencialmente con bioinfokit
import bioinfokit

from bioinfokit.analys import Fasta

#Dentro de la carpeta donde se encuentran las listas de genes
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import os
list = os.listdir () #retorna lista de direcotrio

genes = [item for item in list if item.startswith('genes')]

for gene in genes:

bioinfokit.analys.Fasta.extract seq(file =

"Musa acuminata pahang v4.cds.fa" , id = gene)

os.rename ("output.fasta", "CDS"+str(gene[8:-4])+".fasta")

6. Analisis comparativo

a. Blastx

conda install -c bioconda blast

makeblastdb -in Athaliana 447 Araportll.cds primaryTranscriptOnly.fa -dbtype

nucl

cd /Users/melissa/Desktop/DGE-Analysis/Names-1ID

makeblastdb -in RicePept20l1l.pep -dbtype prot -parse seqids -out
ArabidpsisProt

for x in CDS*;

do

blastx -db /Users/melissa/Desktop/DGE-Analysis/Protein/Database/RiceProt -
query $x -max target segs 1 -outfmt "10 gseqgid ssegid" -out "prot-$Sx"

mv "prot-$x" /Users/melissa/Desktop/DGE-Analysis/Protein/Database/Pept-DEG;
done
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b. GeneFam:

import os

import bioinfokit

from bioinfokit.analys import genfam

res = genfam()

list nega = os.listdir() #returns list of things in directory

arab genes = [item for item in list nega if item.startswith ('x-ARAB')]
fail = 'FailGenFam.txt'

for file in arab genes:

try:

res.fam enrich(id file = file, species = 'atha', id type = 2)

os.rename ("fam all out.txt", "fam all "+str(file[10:-11])+".txt")

os.rename ("fam enrich out.txt", "fam enrich "+str(file[1l0:-11])+".txt")

os.rename ("genfam enrich.png", str(file[10:-11])+".png")

except Exception:

with open(fail, 'a') as x:
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x.write(str(file))

x.write('\n")

x.close
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