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Resumen

La papa (Solanum tuberosum) es un cultivo clave para la alimentacion humana, y
Argentina es el tercer productor de América Latina. Sin embargo, el tizon tardio, causado por
Phytophthora infestans, afecta severamente su produccion. Las variedades mas cultivadas en
Argentina, como Spunta y Kennebec, son susceptibles a este patdgeno, por lo que su control
depende del uso de fungicidas preventivos. Para desarrollar estrategias de control mas
sustentables, es clave la incorporacion de genes de resistencia (R) en programas de

mejoramiento, lo que requiere una caracterizacién detallada del patégeno en la region.

Este trabajo caracteriza aislamientos argentinos de P. infestans obtenidos entre 2019
y 2021 mediante microsatélites y secuenciacibn de amplicones. Se compararon con
aislamientos de otros paises, confirmando que todos pertenecen al genotipo EU_2 Al. Se
secuencid el genoma de un aislamiento representativo, PINSL-19, determinando su triploidia
y la pérdida de 17 genes efectores, incluido AVR1, que es reconocido por el unico gen de
resistencia presente en Spunta y Kennebec (R1). Se identificaron polimorfismos en otros

efectores relevantes para el reconocimiento por genes R.

Mediante transcriptémica, se analizo la expresion de genes efectores en planta a 0,
24, 48 y 72 h post-inoculacién en Spunta, evidenciando patrones de expresion diferencial.
Finalmente, ensayos en Nicotiana benthamiana transgénica con genes R mostraron una

fuerte respuesta inmune en lineas con Rpi-amrl, Rpi-amr3 y Rpi-blb2.

Estos resultados constituyen la primera caracterizaciéon gendémica y transcriptomica de
un aislamiento de P. infestans en Argentina, proporcionando informacién clave para el

mejoramiento genético y el control de la enfermedad en el pais.

Palabras clave: Phytophthora infestans, Solanum tuberosum, efectores, gendmica,

transcriptomica, Nicotiana benthamiana, genes R, inmunidad, fitopatologia, cultivos.



Abstract

Population characterization, transcriptomics, and functional analysis of Phytophthora

infestans in Argentina for the incorporation of resistance to potato late blight

Potato (Solanum tuberosum) is a key crop for human consumption, with Argentina
being the third-largest producer in Latin America. However, late blight, caused by Phytophthora
infestans, severely affects its production. The most widely cultivated varieties in Argentina,
such as Spunta and Kennebec, are susceptible to this pathogen, making disease control reliant
on preventive fungicide applications. To develop more sustainable control strategies,
incorporating resistance (R) genes into breeding programs is essential, which requires a
detailed characterization of the pathogen in the region.

This study characterizes Argentine P. infestans isolates collected between 2019 and
2021 using microsatellites and amplicon sequencing. These were compared with isolates from
other countries, confirming that all belong to the EU_2 Al genotype. The genome of a
representative isolate, PINSL-19, was sequenced, revealing its triploidy and the loss of 17
effector genes, including AVR1, which is recognized by the only resistance gene present in
Spunta and Kennebec (R1). Polymorphisms were also identified in other effectors relevant for

recognition by R genes.

Through transcriptomics, we analyzed effector gene expression in planta at 0, 24, 48,
and 72 hours post-inoculation in Spunta, revealing differential expression patterns. Finally,
infection assays in transgenic Nicotiana benthamiana plants carrying R genes showed a strong

immune response in lines with Rpi-amrl, Rpi-amr3, and Rpi-blb2.

These results provide the first genomic and transcriptomic characterization of a P.
infestans isolate from Argentina, offering crucial insights for genetic improvement and disease

control in the country.

Keywords: Phytophthora infestans, Solanum tuberosum, effectors, genomics,

transcriptomics, Nicotiana benthamiana, R gene, immunity, plant pathology, crop protection.
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INTRODUCCION

Distribucion y relevancia de la produccién de papa en Argentinay el
mundo

La papa (Solanum tuberosum subsp. tuberosum y otras) es el cultivo mas importante
para consumo humano, después de los cereales (Devaux et al., 2021). Es uno de los cultivos
mas eficientes por producir una gran cantidad de alimento nutritivo en menos tiempo y
utilizando menos tierra y agua. Su relevancia radica en su alto contenido de agua, almidén
(18-20% de su peso seco) y minerales (Liu et al., 2007). Tiene un alto contenido de calorias
(la mayor cantidad de proteinas de buena calidad entre los cultivos de raices y tubérculos), y
altas cantidades de vitamina C y potasio. Ademas, es fuente de vitaminas del complejo By de

minerales como el fésforo y el magnesio (Boniervale et al., 2012; Nassar et al., 2010).

La papa es un alimento fundamental para satisfacer la demanda de seguridad
alimentaria. Su produccién mundial alcanza aproximadamente 376 millones de toneladas
siendo China, India y Ucrania los principales productores (FAO 2021). Aunque es originaria
de los Andes peruanos y esta mejor adaptada a climas templado-frios, se ha expandido a
areas tropicales y subtropicales, lo que ha aumentado su susceptibilidad a enfermedades que
afectan severamente la productividad.

Argentina produce un promedio de 2,9 millones de toneladas anuales en una superficie
de 75-80 mil hectareas, ubicAndose como el tercer productor de papa en América Latina,
después de Peru y Brasil (Devaux et al., 2021). Argentina posee condiciones agroclimaticas
gue posibilitan el desarrollo del cultivo de papa en varias regiones y en distintas épocas del
afo. Las principales regiones productoras de papa, segun la superficie cultivada en 2019/20,
son: Buenos Aires 55%, Cérdoba-San Luis 28,8%, Tucuman 7,7%, Mendoza 5,3%, un 1,7%
Jujuy-Salta y 1,2% Santa Fe. El resto de la superficie la generan San Juan, Chubut y Rio

Negro (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2023) (Figura 1).

En Argentina, el consumo de papa es de aproximadamente 40,8 kg por habitante al

afio, provenientes de las 15 variedades que se cultivan localmente (Ministerio de Agricultura,

Ganaderia y Pesca, 2023). La variedad Spunta es la mas comercializada debido a su alto

rendimiento (representando mas del 70% del mercado) aunque es muy susceptible a
enfermedades. Otros cultivares destacados son Innovator, Atlantic y Kennebec, que se utilizan
para producir alimentos procesados en varios formatos (papas fritas, puré deshidratado,

bastones y rodajas) (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2023).



https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/informe_papa_2023-_final_enviado.pdf
https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/informe_papa_2023-_final_enviado.pdf
https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/informe_papa_2023-_final_enviado.pdf
https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/informe_papa_2023-_final_enviado.pdf
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Produccion de papa por region

Alta > 1000000 tn/ano

Media-Alta: 500000-1000000 tn/ano
B Media-Baja: 100000-500000 tn/afio
[ Baja < 100000 tn/afio

Figura 1: Produccidn de papa en Argentina: Mapa de Argentina subrayando las principales areas de
produccion de papa en Argentina por cantidad de toneladas. Las provincias de Cérdoba y San Luis asi
como las de Salta y Jujuy fueron consideradas en conjunto, ya que comparten zonas productivas. La
escala de color representa la produccion anual por toneladas. Fuente: Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Pesca. Elaborado con Datawrapper.

El cultivo de papa puede verse afectado por factores abidticos, como la salinidad y el
estrés hidrico, y por factores biéticos, incluyendo una amplia diversidad de plagas, nematodos,
patdgenos filamentosos, bacterianos, virus, viroides y micoplasmas. A pesar de los avances
en tecnologias agricolas y el uso de agroquimicos, las pérdidas de rendimiento siguen siendo

significativas (van Esse et al., 2020).

En este contexto, los fitopatégenos representan una amenaza creciente, causando
pérdidas del 11% al 30% en los cultivos (Savary et al., 2019). El aumento de la incidencia de
enfermedades y plagas en las Ultimas décadas se ha visto favorecido por la intensificacion

agricola, la homogeneidad genética de los cultivos y las alteraciones ambientales, factores
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que también contribuyen a la emergencia y diseminacion de nuevos patdgenos (Garret et al.,
2021; Bebber et al., 2014).

En este escenario, los cultivos de alimentos basicos desempefian un papel
fundamental para sostener la seguridad alimentaria global. Entre los patdgenos filamentosos
(hongos y oomicetes) mas probleméaticos que afectan al cultivo de papa se encuentran
Phytophthora infestans (“tizon tardio”), Rhizoctonia solani (“cancro del tallo”) y Alternaria

solani (“tizén temprano”) (Devaux et al., 2021; Huarte & Capezzio, 2013; Miller, 1976).

Tizén tardio de la papa: importancia historicay econémica

P. infestans fue el fitopatégeno responsable de la Gran Hambruna Irlandesa, que se
extendio entre 1845 y 1857. Durante este periodo, la papa era un alimento basico para la
poblacion irlandesa; sin embargo, la aparicién del tizén tardio aniquil6 las cosechas de papas
durante varios afios consecutivos (Geber et al., 2019; Savary et al., 2017). La hambruna
resultante fue catastrofica, con aproximadamente un millén de personas muriendo de hambre

y enfermedades relacionadas, y mas de un millén de emigrantes.

Actualmente, el tizon tardio sigue siendo una de las mayores amenazas para la
produccion de alimentos a nivel mundial, causando pérdidas econémicas estimadas en 3 mil
millones de doélares anuales (Haverkort et al., 2009; Kamoun et al., 2015; Cucak et al., 2021).
Estas pérdidas tienen un impacto particular en la seguridad alimentaria de los paises en
desarrollo, donde la papa es un alimento basico importante y las pérdidas de productividad en
los cultivos pueden amenazar gravemente la disponibilidad de alimentos (Fisher et al., 2012).

En Argentina, el tizén tardio de la papa es una de las enfermedades mas graves en
las zonas productoras de papa. Bajo condiciones de temperatura templada y alta humedad o
lluvias abundantes, puede causar grandes pérdidas econdmicas, de hasta el 50% del
rendimiento (Bouzo, 2009). Este problema se agrava debido a que los dos cultivares de papa
mas extendidos en Argentina (Spunta y Kennebec), que abarcan mas del 80% de la superficie

sembrada, son susceptibles a P. infestans (Caldiz, 2007; Andreu et al., 2010).

Caracteristicas biolégicas y epidemiologia de P. infestans

P. infestans pertenece al reino Chromista, clase Oomycetes, orden Peronosporales
(Whisson et al., 2016). Presenta un micelio cenocitico sin septos y desarrolla conidi6foros

ramificados. Phytophthora infestans es un patdgeno hemibiotréfico que tiene una fase de
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infeccidn biotréfica inicial (Glazebrook, 2005; Botero et al., 2018) durante la cual el patégeno
se propaga dentro del tejido del hospedante, seguida de una fase necrotréfica caracterizada
por la induccion de la muerte de las células infectadas (Dodds & Rathjen, 2010). La
enfermedad puede afectar hojas, tallos, tubérculos (en el caso de las papas) y frutos (en el

caso de los tomates).

P. infestans se reproduce tanto sexual como asexualmente (Figura 2), sin embargo, el
crecimiento repentino en biomasa y el establecimiento de grandes poblaciones suele darse a
través de la reproduccion asexual. Los esporangios, portadores de las esporas asexuales
(lamadas zoosporas), se desprenden facilmente, especialmente en respuesta a cambios en
la humedad relativa, y pueden dispersarse por el aire y por agua a otros tejidos de la planta
(Aylor et al., 2001). En presencia de agua o alta humedad, los esporangios germinan ya sea
por la formacion de un tubo germinal que eventualmente crece para formar micelio
(germinacion directa) o por la diferenciacion del citoplasma dentro del esporangio en
zoosporas discretas que luego se liberan a través de un poro de salida (germinacion indirecta)
(Erwin & Ribeiro, 1998). La germinacion directa se favorece a temperaturas iguales o
superiores al 6ptimo para el crecimiento del micelio (20-25°C). Por otro lado, la germinacion
indirecta se favorece a temperaturas inferiores a 15°C. Cuando los esporangios se depositan
en una superficie y se exponen a humedad libre y temperaturas frescas, pueden germinar
indirectamente liberando entre 8 y 12 zoosporas biflageladas, cada una capaz de iniciar una
infeccion. Por lo tanto, las bajas temperaturas (10-15°C) tienen mas probabilidades de
conducir a infecciones exitosas que las altas temperaturas (22-26°C) (Melhus,1915). P.
infestans tiene un ciclo de vida policiclico, es decir, tiene mdltiples ciclos de infeccion durante
el mismo brote. Las lesiones en las hojas infectadas producen esporangios, algunos de los
cuales se dispersan a otras partes de las mismas hojas, otras hojas o plantas. Cuando estos
esporangios se depositan en nuevo tejido sano, algunos de ellos lograran causar nuevas
infecciones. Estas nuevas infecciones resultan en nuevas lesiones, nuevos esporangios y
luego infecciones adicionales. Por lo tanto, el ciclo de vida asexual de P. infestans puede
completarse rapidamente con la produccion de un gran nimero de esporangios que se

dispersan facilmente (Fry & Goodwin, 1997).

P. infestans es heterotalico, es decir, requiere ambos tipos de apareamiento
(designados como Al y A2) para que ocurra la reproduccion sexual. La oospora es la
estructura formada por la reproduccion sexual, y funciona ademas como estructura de
supervivencia pudiendo persistir hasta cuatro afios en el suelo (Mayton et al., 2000,
Turkensteen et al., 2008). Sobrevive muy bien a temperaturas muy bajas, pero no a
temperaturas mas altas, siendo incapaz de sobrevivir 2 horas a 46°C o 12 horas a 40°C (Fay
& Fry, 1997).

12



INTRODUCCION

Esporangio

Germinacion

Oospora

A

Esporangioforo
sobre plantula
— infectada

Cariogamia N Zoosporas
/ o ; \ . » Q  Esporangio 7
. /ogomo 2 - Esporangioforo e @
sobre tubérculo Tubo germinativo A
infectado
- Anteridio )
Esporangioforo Esporangios y zoosporas
A hoi X infectan hojas
‘Meiosis en hoja ¥ ) A\ ’ S
H Micelio del ©) \ > —
\ Oogonl ' | P

tu bérculo
mfecta
lantulas

—Anteridio

Tubérculo
I infectado

Zoosporas
infectan el
tubérculo

Z

Reproducciénsexual / Hoja infectada

Planta infectada

Figura 2: Ciclo de vida de P. infestans. En la reproduccion asexual, durante la infeccién del tejido
hospedante, se formaran numerosos esporangios que se liberan por viento o agua y se depositan sobre
nuevo tejido. Los esporangios germinaran para liberar zoosporas que se moveran por el medio hasta
enquistarse y comenzar la infecciéon. Este ciclo puede cumplirse varias veces en tiempos cortos,
generando reinfecciones dentro del mismo cultivo. En la reproduccion sexual, se deben encontrar
micelio de tipos de apareamiento compatibles para que se forme la oospora. La oospora es una
estructura de resistencia y puede germinar cuando las condiciones sean adecuadas dando lugar a
esporangios de reproduccién asexual, que pueden germinar directamente sobre el tejido vegetal o
formar zoosporas. Adaptado de (Agrios, 2005).

En regiones donde predomina la reproduccion asexual, las o6sporas tienen un impacto
limitado en la estructura poblacional, ya que la progenie hibrida tiende a ser menos apta que
sus parentales (Fry, 2008). Sin embargo, las o6sporas pueden ser problematicas desde el
punto de vista agrondmico al sobrevivir condiciones adversas y facilitar brotes en temporadas
consecutivas (Fry, 2020). En ausencia de reproducciéon sexual, el micelio presente en
tubérculos infectados es una de las principales formas de supervivencia del patdgeno entre

campafas agricolas (Wang & Long, 2023).
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Recientemente, se ha modelado el comportamiento global de P. infestans de la
siguiente manera: en su centro de origen en México, predomina la reproduccién sexual en
poblaciones compuestas principalmente por individuos diploides, donde la seleccién natural
actla a nivel de alelos. En raras ocasiones se ha reportado la presencia de poblaciones
sexuales fuera de México, existiendo reportes en Holanda (Li et al., 2012) y los paises
nordicos, donde poblaciones de reproduccidn sexual existen con cierta prevalencia y
compitiendo con linajes clonales de reproduccién asexual (Maurice et al., 2019; Yuen &
Anderson., 2012). En contraste, en la mayor parte del mundo, las poblaciones se estructuran
bajo la dominancia de linajes clonales (conjunto de descendientes resultantes de un ultimo
evento de recombinacion sexual), hecho favorecido por poseer una ploidia alterada,
generalmente triploide, y por la falta de tipos de apareamiento compatibles (Knaus et al.,
2019). Este fendmeno da lugar a un escenario en el que linajes dominan areas especificas
hasta ser reemplazados por otros mas aptos. La prevalencia de un linaje puede durar desde
una sola temporada, como ocurrié en la epidemia de tizén tardio del tomate en 2009 en
Estados Unidos, causada por el linaje US22, hasta varias décadas, como fue el caso del linaje

US8 en el cultivo de papa en ese mismo pais (Fry, 2020).

Genomay adaptabilidad de P. infestans

Las mutaciones, migraciones, el modo de reproduccion, el tamafio poblacional y las
diversas presiones de seleccion a las que estan expuestas las poblaciones de P. infestans

son los factores que determinan su dinamica.

El genoma de P. infestans, de aproximadamente 240 megabases, es tres veces mas
grande que el de otras especies del género y contiene un 74% de regiones repetitivas ricas
en AT, con elevada actividad de transposones (Haas et al., 2009). Este genoma presenta una
organizacion particular denominada "de dos velocidades" (two-speed genome), en la cual
coexisten regiones de alta y baja densidad génica caracterizadas por distintas velocidades
evolutivas (Haas et al., 2009; Dong et al., 2015). Por un lado, las regiones de alta densidad
génica contienen genes esenciales relacionados con la biologia del organismo (core-
orthologues), y presentan estabilidad a nivel gendmico. Por otro lado, las regiones de baja
densidad génica, caracterizadas por una alta concentracion de elementos repetitivos y
transposones, presentan una mayor plasticidad, albergando genes que suelen encontrarse
enriquecidos en la expresion in planta, que muestran signos de seleccion positiva y que han
experimentado expansiones en sus familias génicas, en particular aquellos relacionados con
la virulencia, como aquellos que codifican efectores (Frantzeskakis et al., 2019, Wacker et al.,

2023). Esta caracteristica facilita la rapida evolucion del patégeno, permitiéndole adaptarse a
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nuevas presiones de seleccion impuestas por el ambiente, los fungicidas y la resistencia de

la planta hospedadora (Figura 3).

Leptosphaeria maculans Phytophthora infestans
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Figura 3: Distribucion de genes en funcidon de la distancia intergénica en Leptosphaeria
maculans (izquierda) y Phytophthora infestans (derecha). En estos graficos de densidad, cada
punto representa un gen, ubicado segun la distancia intergénica a sus flancos 3’ (eje x) y 5’ (eje y). El
color indica la densidad de genes con esas distancias intergénicas, donde las zonas de mayor densidad
aparecen en amarillo y rojo, y las de menor densidad en azul. Los genes con distancias intergénicas
cortas (region inferior izquierda) se encuentran en zonas de alta densidad génica, mientras que aquellos
con grandes distancias intergénicas en ambos flancos (regién superior derecha) estan aislados en el
genoma. Los puntos rojos indican la posicién de genes efectores, los cuales suelen localizarse en
regiones de baja densidad génica. L. maculans es un hongo fitopatdgeno utilizado para comparar su
estructura gendmica, donde la regién de baja densidad génica (GSR) es menos relevante que en P.
infestans. Adaptado de Dong et al., Genetics and Development (2015).

Ademas del modelo de genoma de dos velocidades, varios estudios han documentado
variacion en la ploidia en Phytophthora. En particular, se ha reportado que los individuos
provenientes de poblaciones sexuales en México son predominantemente diploides, mientras
gue los aislamientos de poblaciones clonales frecuentemente exhiben niveles de ploidia mas
altos (Figura 4) (Catal et al., 2010; Knaus et al., 2020). Estas alteraciones en la ploidia
(individuos triploides o tetraploides), suelen quedar de manifiesto al evaluar el balance alélico
a partir de datos de secuenciacion del genoma (Yoshida et al., 2013). Este enfoque se basa
en la frecuencia de los alelos en posiciones heterocigotas, donde una distribucién cercana a
0.5 indica un organismo diploide, mientras que frecuencias alrededor de 1/3 a 2/3 sugieren
triploidia.
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Figura 4: Modelo de los procesos gendmicos asociados a la emergencia de linajes clonales de
P. infestans. Este modelo propone que las poblaciones sexuales de P. infestans son
predominantemente diploides, mientras que las poblaciones clonales tienden a ser triploides.
Ocasionalmente, algunos clones emergen y desplazan linajes clonales previos. Los linajes clonales
dominantes suelen ser triploides, incluyendo US-8, US-11, US-23y el linaje europeo altamente agresivo
EU 13 A2 (representado en nuestra muestra por 06_3928A). En contraste, otros linajes diploides,
como US-18 y US-22, han mostrado una menor persistencia y pueden pasar desapercibidos en la
poblacién. Mientras que la reproduccién sexual refuerza la diploidia, el estado triploide podria interferir
con este proceso, aunque también conferir ventajas adaptativas que favorecen la persistencia de ciertos
linajes clonales. Adaptado de Knaus et al., mBio, 2022.

Este método ha sido aplicado en poblaciones de P. infestans, proporcionando
evidencia de una predominancia de la triploidia en poblaciones clonales de Sudamérica
(Knaus et al., 2020). Estas observaciones también tienen respaldo en estudios que
combinaron andlisis de microsatélites, citometria de flujo y secuenciacion masiva de 18
genomas, principalmente de los Paises Bajos (Li et al., 2017). Mas recientemente, un estudio
abarcando 57 aislamientos de distintas regiones del mundo, incluyendo representantes de
poblaciones de reproduccion sexual y asexual, consolidé la relacion entre aneuploidia y
reproduccion asexual en P. infestans. Este trabajo también permitié inferir que la variacion en
el nimero de copias de genes (CNV, Copy Number Variation) no esta restringida a los genes
correspondientes a efectores, sino que constituye un fendmeno general del genoma. La

variacion en el numero de copias de genes constituye otro mecanismo de generacion de
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variabilidad para el patdgeno, influyendo en el perfil de expresion de genes particulares o en

la aparicion de genes paralogos (Knaus et al., 2020).

Un factor muy influyente en la cantidad de mutaciones que se puedan acumular en
una poblacién es el tamafio de la misma (Jiang et al., 2010). Este patdgeno en las condiciones
adecuadas es capaz de cumplir ciclos de vida de reproduccién asexual completos en menos
de cinco dias, generando lesiones que exponen decenas de miles de esporangios, pudiendo
incluso generar varias de estas lesiones por foliolo. Estas condiciones generan un crecimiento
exponencial de la poblacion que dan el marco para la aparicion de mutaciones. Esta es una
dimensién en la que la reproduccién asexual cobra especial relevancia, sobre todo si el
ambiente mantiene condiciones climatoldgicas favorables u ofrece hospedadores alternativos
(MacDonald & Linde, 2002). Por otro lado, la presencia de reproduccion sexual puede
aumentar la diversidad genética, pero es limitada en poblaciones clénales poliploides, donde
la recombinacion es baja y, como se menciond previamente, es un evento poco frecuente

fuera de México Central.

El comercio internacional ha desempefiado un papel crucial en la propagacion de
linajes dominantes a lo largo de la historia. En el siglo XIX, el linaje FAM-1 surgié en Estados
Unidos y rapidamente se dispersd, moldeando las poblaciones globales de P. infestans
(Coomber et al., 2024). Posteriormente, en el siglo XX, el linaje US-1 repiti6 este patron,
consolidando su presencia en numerosos paises (Coomber et al., 2024). Mas recientemente,
el linaje altamente agresivo EU_13_A2, conocido como “Blue 13” (Cooke et al., 2012), emergid
en el Reino Unido y ha causado graves problemas en regiones como Bangladesh (Wharton
et al., 2023), India (Chowdappa et al., 2012) y China (Zhang et al., 2021).

Otro ejemplo destacado de la capacidad de P. infestans para generar epidemias es el
caso del linaje US-12, que resurgié en 2012 en Estados Unidos. Este linaje, previamente
conocido pero considerado de baja agresividad y controlable mediante fungicidas, causé una
epidemia devastadora debido a fallos en las practicas de manejo. La infeccién se origin6 en
invernaderos que producian plantines de tomate para una cadena de supermercados, los
cuales fueron adquiridos por agricultores organicos y pequefios productores. Estos grupos, al
no emplear métodos quimicos de control y haber recibido material ya infectado,

experimentaron pérdidas significativas en sus cultivos durante esa temporada (Fry, 2020).

Estos casos destacan la relevancia de las migraciones en la dindmica poblacional de
P. infestans. Cuando un linaje de reproduccién asexual ingresa a un nuevo entorno, compite
con la poblaciéon establecida para prevalecer. Las poblaciones de P. infestans suelen
presentar periodos de dominancia de ciertos linajes, cuya duracion puede variar

considerablemente. Por ejemplo, el linaje US-12 tuvo una prevalencia de corta duracion,
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mientras que otros, como el linaje US-8 predominante en las regiones productoras del este de
Estados Unidos durante las décadas de 1990 y 2000, lograron sostener su dominio por casi
dos décadas (Fry, 2020).

Métodos para el estudio de poblaciones de P. infestans

El uso de diversos marcadores ha permitido a los cientificos detectar la introduccion
de cepas exéticas de P. infestans en muchas ubicaciones en todo el mundo. Tanto los
marcadores fenotipicos como los moleculares se han empleado para caracterizar las
poblaciones. El tipo de apareamiento (A1 o A2) ha sido particularmente util debido a su
estabilidad, y su deteccidn ha permitido identificar eventos clave en la estructura poblacional
de P. infestans. En contraste, la caracterizacion de patotipos, basada en la virulencia sobre
hospedadores diferenciadores, es menos confiable debido a su alta variabilidad y plasticidad
fenotipica, lo que dificulta su uso en estudios de estructura poblacional. Por otro lado, los
marcadores moleculares han sido ampliamente utilizados, incluyendo, en orden cronolégico
aproximado: alozimas (Tooley & Fry, 1983), polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion del genoma nuclear (RFLPs) (Goodwin et al., 1994; Griffith & Shaw, 1998),
diversidad en el genoma mitocondrial (Danies et al., 2014), repeticiones de secuencia simple
(SSRs o microsatélites) (Li et al., 2013) y genotipado por secuenciacién, como GBS-RAD seq
(Elshire et al., 2011), secuenciacion de sets de amplicones (Amplicon Seq) (Onda et al., 2018)

e incluso secuenciacion de genoma completo.

Actualmente, el uso de SSRs sigue siendo el método de genotipificacion preferido por
varias razones: i) permite realizar analisis rapidamente; ii) requiere una pequefia cantidad de
ADN; iii) detecta docenas de polimorfismos dentro de poblaciones diversas; y iv) facilita la
recoleccién de muestras mediante tarjetas FTA, que pueden ser enviadas a laboratorios
especializados para su andlisis. Liu et al. (2013) desarrollaron un set de 12 marcadores
microsatélites con una metodologia de analisis en paralelo, que fue adoptada globalmente por
fitopatdlogos. Esto dio lugar a un lenguaje comun para describir poblaciones de P. infestans
y a una amplia produccion de publicaciones utilizando esta metodologia. Numerosos
genotipos multi locus (GML de aqui en adelante) han sido establecidos en relacion a esta
metodologia y se han generado herramientas para trabajar con ellos con mucha rapidez. Por
ejemplo, para identificar el GML al que podria pertenecer una muestra existe la herramienta

https://usablight.org/identify-ssr-genotype/ que permite la asignacion en el acto. Sin embargo,

nuevas técnicas estan ganando relevancia, como la generacion de paneles de secuenciacion

de amplicones o incluso de genomas completos.
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Aunque el costo de secuenciacién ha disminuido en los ultimos afios, la secuenciacion
de genomas completos sigue siendo costosa para estudios poblacionales con muchas
muestras. Métodos como la secuenciacion de amplicones y fragmentos de digestién
enzimatica permiten reducir la profundidad de secuenciacién por muestra, lo que posibilita
analizar mas muestras en cada flow cell (Rowan et al., 2017). Estas estrategias generan mas
sitios polimorficos que los SSRs, aungue no alcanzan la rapidez de los microsatélites. Por lo
tanto, estas metodologias podrian complementarse en lugar de reemplazarse: los SSRs
pueden utilizarse para caracterizaciones rapidas de la poblacién, mientras que los paneles de
amplicones o la secuenciacién de genomas completos permiten investigar diferencias intra-

clonales y entender variaciones claves en la patogenicidad diferencial.

El andlisis de muestras de P. infestans mediante marcadores SSR en distintos paises
de Sudamérica revela escenarios diferenciados a lo largo de la region. En el noroeste, en
paises como Ecuador y Perq, se observa la presencia de linajes autéctonos como EC-1y Per-
1. Por el contrario, en el cono sur, un relevamiento realizado por la Dra. Maria Florencia Lucca
a través de lared Tizon Latino sefala que, en la Ultima década, la mayoria de los aislamientos
identificados en Chile, Brasil y Argentina corresponden al linaje clonal GML EU_2 A1l (Lucca
et al., 2011). La alta prevalencia de este linaje en el cono sur subraya la importancia de
caracterizar sus rasgos fenotipicos clave desde una perspectiva epidemioldgica. Esto incluye
aspectos como la sensibilidad a fungicidas, las preferencias por determinados hospedantes y
el repertorio de factores de virulencia, caracteristicas que podrian influir en la dindmica vy

manejo de las epidemias en la region.

Desarrollo de las enfermedades y mecanismos de defensa en plantas

La disputa por la supervivencia entre las plantas y los microorganismos patégenos
resulta en un fenémeno evolutivo espectacular. Esta interaccion compleja es un reflejo de la
lucha constante por los nutrientes, donde los patégenos buscan manipular el metabolismo de
la planta para crear un ambiente nutricionalmente favorable, y las plantas despliegan todo su

arsenal para defenderse.

Los patdgenos se dividen en categorias segun su estrategia para utilizar a la planta
como sustrato. Los biétrofos, por ejemplo, son sutiles invasores que extraen nutrientes de los
tejidos vivos de la planta, causando un dafio minimo a la pared celular del hospedante y
manteniendo su viabilidad para seguir adquiriendo nutrientes (Glazebrook, 2005). Por otro
lado, los necrétrofos son mas destructivos, alimentdndose de células muertas o dafiadas.
Durante la infeccion, liberan enzimas y toxinas que degradan las paredes celulares y maceran

los tejidos del hospedante. Existen también los hemibi6trofos, patégenos versatiles que
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pueden comportarse como biétrofos o necrétrofos dependiendo de la etapa de su ciclo de
vida. Inicialmente mantienen vivas a las células del hospedante, pero en un punto critico de
la infeccién, liberan compuestos que terminan con la vida de la célula vegetal (Glazebrook,
2005).

Las plantas no son meros espectadores en esta batalla. Como seres sésiles y
fotoautétrofos, enfrentan constantemente amenazas de diversos patdgenos y requieren
desplegar respuestas de defensa rapidas y efectivas para garantizar su supervivencia. Este
sistema defensivo debe equilibrarse cuidadosamente con los procesos de crecimiento y
desarrollo para maximizar la aptitud ecoldgica de la planta (Belkhadir et al., 2014; Meldau et
al., 2012). En un ecosistema natural, sélo una pequefa proporcion de las infecciones resulta
en una planta enferma. Las plantas cuentan con defensas constitutivas, que estan

preformadas, y defensas inducidas, que se activan en presencia del patégeno.

Las plantas presentan una variedad de defensas preformadas, que pueden ser tanto
mecanicas como bioquimicas. Las defensas mecéanicas incluyen caracteristicas fisicas como
el grosor de la epidermis, la calidad de la cuticula y la forma, tamafio y ubicaciéon de los
estomas (Reina-Pinto & Yephremov, 2009; Underwood, 2012). Por otro lado, las defensas
bioguimicas preformadas son una mezcla de compuestos que incluyen péptidos y proteinas,
metabolitos secundarios e inhibidores de proteasas. Estos compuestos inhibidores suelen
estar almacenados en vacuolas u otras organelas en las capas celulares externas de la planta,

listos para ser desplegados cuando sea necesario (Kaur et al., 2022; Liao et al., 2022).

Inmunidad desencadenada por patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPS)

A diferencia de los animales, que poseen tanto inmunidad innata como adaptativa, las
plantas dependen exclusivamente de su inmunidad innata. Este sistema inmune se divide en
dos niveles principales: la inmunidad de superficie celular y la inmunidad intracelular (Boutrot
& Zipfel, 2017).

La inmunidad de superficie celular esta mediada por receptores de reconocimiento de
patrones moleculares (PRRs) localizados en la membrana plasmatica. Estos PRRs tienen la
tarea de detectar patrones moleculares asociados a microbios (MAMPS, por sus siglas en
inglés) y patrones asociados a dafio (DAMPS), entre otro tipo de patrones moleculares. Dentro
de los MAMPs, destacan moléculas como lipopolisacaridos (LPS), flagelina y quitina, que en
el contexto de patdgenos se clasifican como patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs) (NUrnberger & Brunner, 2002). La deteccién de MAMPs/PAMPs por los PRRs activa
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la inmunidad desencadenada por patrones (PTI, del inglés Pattern Triggered Immunity), que

induce una reprogramacion transcripcional rapida y robusta en la planta.
Dentro de las respuestas tipicas de la PTI se incluyen (Bigeard et al., 2015):
o Refuerzo de la pared celular mediante la deposicién de callosa.
e Produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS).
e Acumulacion de fitoalexinas.
e Acumulacion de proteinas relacionadas con la patogénesis (proteinas PR).
e Silenciamiento génico post-transcripcional como mecanismo de defensa antiviral.

e Activacion de cascadas de sefalizacion mediadas por proteinas MAPK y otras vias

relacionadas.

Inmunidad Desencadenada por Efectores (ETI)

Un mecanismo utilizado por los patégenos para controlar la fisiologia del hospedador
a su favor es la secrecion de efectores. Estas moléculas, en su mayoria proteinas pero
también ARNs, desempefian diversos roles regulatorios en los procesos del hospedador y
tienen un impacto significativo en la virulencia de las cepas de P. infestans (Fabro, 2021).
Haas y col. (2009) propusieron una clasificacién principal de los efectores secretados por P.
infestans, agrupandolos en las categorias apoplasticos e intracelulares. Entre los efectores
apoplasticos proteicos, los inhibidores de glucanasas, las serin-proteasas, las proteinas
pequenfas ricas en cisteina y los inhibidores de proteasas de cisteina juegan un papel crucial
durante la interaccién (Wang et al., 2019; Boevink et al., 2020; Bozkurt & Kamoun, 2020;
Kamoun, 2006). Por su parte, los efectores intracelulares son numerosos y pueden clasificarse
dependiendo de la presencia de motivos conservados ubicados en su region N-terminal

destacandose los efectores citoplasmaticos RXLR y los de tipo Crinkler (CRN).

Las proteinas RxLR constituyen los efectores citoplasmaticos emblematicos de los
oomicetes. Deben su nombre a la presencia de un motivo amino-terminal Arg-X-Leu-Arg
(donde X representa cualquier aminoacido), que define un dominio necesario para su
translocacion al interior de las células vegetales, seguido por dominios efectores carboxilo-
terminales diversos y de rapida evolucién (Haas et al., 2009; Birch et al., 2009; Dou et al.,
2008). Hasta el momento, pertenecen a este grupo todos los genes de avirulencia de
oomicetes descubiertos (es decir, que codifican productos reconocidos por los hospedadores

vegetales y que desencadenan la inmunidad en estos).
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Los efectores CRN de P. infestans forman una familia compleja y ampliada de
proteinas modulares asociadas a la induccién de necrosis en plantas. Contienen el dominio
altamente conservado LFLAK en su regidon N-terminal y una gran diversidad en la region C-
terminal (Haas et al., 2009 Torto et al., 2003; Fabro, 2021).

Las plantas pueden reconocer los efectores secretados al interior de la célula por los
patdgenos y montar defensas activas debido a la existencia de una linea de defensa
intracelular mediada por receptores inmune conocidos como NB-LRRs 0 més recientemente
NLRs (del inglés Nucleotide-Binding Leucine-Rich Repeat Receptors). Estos receptores se
caracterizan por tener un dominio de unién a nucledtidos (NB-ARC), un dominio de
repeticiones ricas en leucina (LRR, leucine-rich repeat) y un dominio N-terminal adicional que
puede ser del tipo CC (coiled-coil), TIR (Toll/interleukin-1 receptor) o, en algunos casos, RPW8
(Resistance to Powdery Mildew 8-like). La estructura modular de los NLR permite clasificarlos
en diferentes tipos: CNL (con dominio CC), TNL (con dominio TIR), RNL (asociados a
funciones auxiliares) o NL (cuando carecen de un dominio N-terminal conservado) (Hu & Chai,
2023; Maruta et al., 2022).

La deteccién de proteinas efectoras por parte de los NLR desencadena una respuesta
inmune potente y localizada, conocida como inmunidad desencadenada por efectores (ETI,
del inglés Effector-Triggered Immunity) (Jones et al., 2016). Tipicamente, la activaciéon de la
ETI resulta en una respuesta hipersensible (HR), caracterizada por la muerte celular
programada en el sitio de infeccion para limitar la propagacion del patdégeno, especialmente
eficaz contra patdgenos biotroficos, que necesitan tejidos vivos para sobrevivir (Allen et al.,
2008; Herlihy et al., 2019; Eitas & Dangl, 2010).

Es importante destacar que los llamados genes de resistencia (genes R) constituyen
un subgrupo dentro de los NLR, para los cudles se ha descripto la proteina efectora
reconocida (frecuentemente denominada proteina AVR). Las respuestas activadas por los
NLR durante la ETI suelen incluir una amplificacion de las sefiales generadas en la PTI
(PAMP-Triggered Immunity), ademas de eventos Unicos como la HR (Monteiro & Nishimura,
2018; Wang et al., 2020).

Los receptores NLR pueden funcionar solos, o dentro de pares o redes de receptores.
En estos ultimos, existen NLR sensores o sensor (SNLR) que reconocen los efectores
secretados por los patégenos directa o indirectamente, y NLR ayudantes o helpers (hNLR)
que transducen la instancia de reconocimiento por parte de los sNLR en una sefial de
activacion de vias de sefializacion rio abajo que culminan en la activacién de la respuesta
inmune (Jones & Dangl, 2006; Mukhtar et al., 2011; Bonardi et al., 2011; Welling et al., 2014;

Jubic et al., 2019; Toghani et al., 2024). Recientemente se descubrié que la activacion de los
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NLR durante la ETI puede involucrar la formacién de complejos proteicos denominados
resistosomas (Contreras et al., 2024; Kourelis et al., 2021; Bi et al., 2021; Ngou et al., 2022)
(Figura 5).

Las respuestas inmunes de las plantas, mediadas por PRR y NLR, forman una red de
defensa integrada en la que PTl y ETI actian de manera interdependiente (Yu et al., 2024).
La activacion de NLR rara vez ocurre sin PTI, y su interaccion implica una coordinacion
sinérgica de ROS, Ca?* y fitohormonas para activar genes de defensa de manera eficiente
(Figura 6). Estudios en Arabidopsis y tomate demuestran que PTI y ETI no operan
aisladamente, sino que se potencian mutuamente, destacando la importancia de rutas

comunes en la sefializacion de defensa (Ngou et al., 2021).

NRC2/3

- SS15
......-..........I

TOL9a
AVRcap1b

Figura 5. Modulacién de redes de receptores inmunes en plantas. Los NLR sensores (sNLR)
detectan efectores de manera directa o indirecta, lo que lleva a la activacién de NLR auxiliares o helpers
(hNLR). Estos ultimos oligomerizan formando complejos proteicos denominados resistosomas, los
cuales desencadenan la respuesta inmune. La redundancia en la red inmune, como la activacién
alternativa a través de NRC4, proporciona rutas compensatorias de sefializacion para la defensa del
hospedador. Distintas instancias de estas vias de transduccién de sefiales pueden ser blanco de
efectores que actlian de manera directa (SS15) o indirecta (AVRcaplb) sobre los componentes de la
red para suprimir la respuesta inmune. Adaptado de Contreras et al., Embo Press, 2023.
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Figura 6: Eventos moleculares durante la interaccién planta patégeno. El diagrama representa la
integracion de sefiales en la inmunidad de las plantas. Los efectores liberados por patégenos son
detectados por receptores (PRRs: receptores de reconocimiento de patrones moleculares, e IRRs:
receptores inmunes intracelulares o NLR) y la respuesta sistémica adquirida (SAR), desencadenando
respuestas inmunitarias. Factores como, la ubiquitinacién, balances hormonales, liberacién de especies
reactivas de oxigeno y procesos de fosforilacion contribuyen a la integracion de sefiales. Las
modificaciones en la sefializacion resultantes conducen a respuestas programadas, como la muerte
celular programada, reforzamiento de la pared celular y produccion de proteinas antimicrobianas. Los
efectores, a su vez, pueden interferir la respuesta inmune en todos estos niveles.

Medidas de control del tizén tardio en el cultivo de papa

El tizén tardio es una enfermedad policiclica cuyo desarrollo puede ser exponencial
bajo condiciones favorables, representando una seria amenaza para la produccion de papa.
Para minimizar su impacto, es crucial adoptar estrategias integrales de manejo. Estas incluyen
utilizacién de compuestos fitosanitarios, medidas de sanitizacion para reducir el inoculo inicial
(eliminacién de semillas infectadas, de pilas de desecho post-cosecha y de reservorios en
campos vecinos), el uso de semilla certificada, la rotacion con cultivos no susceptibles y el
mantenimiento del espacio entre plantas, ademas de practicas culturales como la cosecha en
condiciones secas (Kirk, 2003; Runno-Paurson et al., 2010, 2013).

24



INTRODUCCION

La identificacion de los linajes clonales y su comportamiento fenotipico no solo permite
una respuesta mas rapida y eficaz ante los brotes, sino que también informa las estrategias
de manejo de la enfermedad adaptadas a las condiciones especificas de cada regién. A modo
de ejemplo, la aplicacion de determinados fungicidas podria ser alentada ante la presencia de
determinados linajes, pero no de otros, como es el caso de EU43, un linaje recientemente
descripto en Dinamarca y que presenta resistencia al mandipropamid (Abuley et al., 2023).
Por otro lado, si se determina que los aislamientos responsables de un brote en papas no son
agresivos en tomates, se pueden reducir las aplicaciones de fungicidas en los campos de
tomate cercanos. Aunque los andlisis fenotipicos pueden tardar semanas o0 meses, la
genotipificacion mediante técnicas moleculares puede asignar rapidamente las cepas a un

linaje de fenotipo conocido, obteniendo resultados en solo un dia (Liu et al., 2012).

En regiones donde P. infestans sobrevive principalmente en forma de linajes clonales,
las medidas de control de la enfermedad se enfocan en el uso de papa semilla libre de
patdégenos y en la reduccién de esporangios provenientes de material vegetal infectado, como
las pilas de descarte de papas y los tubérculos o semillas remanentes de la temporada
anterior. En cambio, en regiones donde P. infestans se reproduce sexualmente de manera
regular, las estrategias de manejo son mas complejas dada la persistencia de oosporas en el

suelo, limitando la frecuencia con la que se pueden cultivar papas en esas areas.

El uso de fungicidas preventivos y curativos ha sido una herramienta clave en el control
de P. infestans. Dada la alta incidencia y la severidad de la enfermedad, los agricultores
utilizan compuestos fitosanitarios en forma excesiva y a veces inoportuna, aumentando el
impacto ambiental y el riesgo para la salud de los operarios, el riesgo de aparicion de
resistencia, y los costos de produccion (hasta 25 aplicaciones de compuestos por ciclo, con
un promedio de 15/16 aplicaciones dependiendo de la campafia) (fontagro.org). Muchos de
estos compuestos enfrentan regulaciones cada vez mas rigurosas (CASAFE 2012, INTA
2018), y en consecuencia los productores de papa no dispondran en el corto/mediano plazo
de algunos de los fungicidas mas utilizados, que estan siendo retirados de la comercializacion.
Un ejemplo es el mancozeb, tratamiento de referencia utilizado en el manejo preventivo en
gran parte del mundo, incluyendo Argentina (la Union Europea desautorizé su uso
recientemente, de acuerdo a la Res. G/SPS/N/EU/384, 2020).

La manera mas efectiva y sustentable de lograr el control de los patégenos para reducir
o incluso eliminar la aplicacion de compuestos fitosanitarios, es implementar en los cultivos
mecanismos de resistencia a enfermedades de base genética (Moscou y van Esse 2017,
Vleeshouwers & Oliver, 2013)). Dentro de las estrategias mas exploradas se incluyen las
mutaciones en genes de susceptibilidad, el uso de genes R obtenidos de especies silvestres,

la expresion de proteinas relacionadas a la defensa y el uso de estrategias de silenciamiento
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génico (RNAI) (van Esse et al. 2020; Dong y Ronald 2019). Un desafio crucial para todas estas
estrategias es que puedan conferir resistencia duradera a campo, en un contexto de rapida
evolucién de las poblaciones de patdégenos que suele culminar en el quiebre de la resistencia

introducida en el cultivo de interés.

Durante décadas, la transferencia de resistencia de base monogénica desde especies
silvestres emparentadas resulté una estrategia muy Util, aunque de duracion limitada en el
campo al estar continuamente desafiada por la evolucion de nuevas caracteristicas de
virulencia dentro de las poblaciones de patégenos (Cooke et al. 2012; Mundt 2014; Wiesner-
Hanks & Nelson 2016). Apilar genes R en la misma variedad permite superar esta limitacion,
pero esta estrategia es dificil de implementar en especies altamente poliploides y/o que se
reproducen principalmente por propagacion clonal (como es el caso de la papa). La ingenieria
genética en combinacion con el descubrimiento de los mecanismos involucrados en la
interaccion entre microorganismos patdgenos y sus hospedantes, han permitido expandir el
horizonte de estrategias para obtener cultivos resistentes a diversos patdgenos (Van Esse et
al. 2020; Ghislain et al. 2019).

Méas de 20 genes de resistencia han sido identificados en especies silvestres con
resistencia al tizén tardio, incluidos los genes RB (Song et al., 2003), Rpi-blb2 de Solanum
bulbocastanum (Van der Vossen et al., 2003; Van der Vossen et al., 2005) y Rpi-vntl.1 de S.
venturii (Vleeshouwers et al., 2012). El gen RB, también referido como Rpi-blbl (reconoce el
efector PITG_21388 denominado AVRbIbl), confiere resistencia parcial en campo al tizén
tardio (Van der Vossen et al., 2003). También se demostré que el gen Rpi-blb2 (reconoce al
efector AVRbIb2) confiere un alto nivel de resistencia en campo, especialmente cuando se
combina con el gen RB (Haesaert et al., 2015). El gen Rpi-vntl.1 (reconoce al efector
AVRvntl.1) confiri6 buen nivel de resistencia en campo excepto hacia el periodo de
senescencia (Jones et al., 2014). Ghislain y col. 2019, informaron la transferencia de los genes
RB, Rpi-blb2 y Rpi-vntl.1 individuales y combinados en dos variedades de papa. Los eventos
transgénicos de papa que portaban los 3 genes R combinados adquirieron resistencia
completa a la enfermedad del tizén tardio segun los ensayos de laboratorio y de campo
durante tres temporadas. Lin y col. (2023) describieron en Solanum americanum, tres
proteinas R capaces de detectar especificamente los efectores PITG_22825 (AVRamr4),
PITG_02860 (AVRamrl6) y PITG_04373 (AVRamrl7). Estos hallazgos complementan
estudios previos del mismo grupo que identificaron los genes de resistencia Rpi-amrl y Rpi-
amr3, los cuales reconocen los efectores PITG_07569 (AVRamrl) y PITG_ 21190 (AVRamr3),
respectivamente (Lin et al., 2020). La activacion de estas proteinas R desencadena una
respuesta hipersensible que restringe la infeccion del patégeno. Es interesante resaltar que

Rpi-amr3 no solo reconoce un efector de P. infestans, sino que puede reconocer (y
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desencadenar resistencia) a efectores homologos de otras especies del género Phytophthora,
entre ellas P. parasitica (responsable de la enfermedad canilla negra del tabaco) y P.
palmivora (ocasiona la pudricion negra de la mazorca de cacao), convirtiéndolo en un gen

candidato para programas de mejoramiento.

Las fuertes presiones de seleccidon sobre las poblaciones de P. infestans pueden, sin
embargo, llevar al desplazamiento de linajes blanco de estas estrategias por otros linajes
mejor adaptados (Bradshaw et al., 2004). Esta adaptabilidad se atribuye a la plasticidad
gendmica de P. infestans, lo que le permite resistir y prosperar bajo nuevas presiones dentro
de sus poblaciones (Tyler et al., 2006; Haas et al., 2009, Van Esse, 2020). Se ha demostrado
que la eliminacion de genes de efectores blanco interrumpe la resistencia conferida por R1,
R2, R3b y Rpi-blbl (VIeeshouwers et al, 2011, Thilliez et al., 2018). Los polimorfismos de
secuencia en las proteinas AVR también conducen a variaciones en la virulencia. Por ejemplo,
la variante del efector AVR3a denominada AVR3a®™ (E80/M103) puede evadir el
reconocimiento por la proteina de resistencia R3a, y esta evasion es consecuencia de
Unicamente dos cambios aminoacidicos respecto a la variante reconocida (AVR3aX)
(Armstrong et al., 2005). Mutaciones de corrimiento de marco de lectura en el gen AVR4
resultan en la pérdida de reconocimiento por R4 en aislamientos virulentos (Waheed et al.,
2021).

Otro mecanismo de evasion observado en aislamientos virulentos de P. infestans es
el silenciamiento de los genes AVR, como lo demuestra la regulacion epigenética de AVRvntl
que conduce a la ruptura de la resistencia de la proteina Rpi-vntl.1 (Pais et al., 2018). Tales
polimorfismos de secuencia y expresidbn en efectores se observan cominmente en

poblaciones de P. infestans en todo el mundo.

El aumento en el nimero de copias de genes correspondientes a efectores, es otro
mecanismo que puede favorecer la virulencia. La familia AVRbIb2, altamente polimorfica,
comprende 19 genes (Cano et al, 2019), de los cuales siete habian sido inicialmente descritos
como paralogos con una identidad de secuencia superior al 90% (Haas et al., 2009). Se ha
propuesto que la expansion de esta familia ocurrié recientemente en la evolucion de P.
infestans, ya que especies cercanas no presentan homologos de estos genes (Oliva et al.,
2015). Se ha demostrado que 5 de los 7 paralogos iniciales de esta familia pueden ser
reconocidos por el receptor Rpi-blb2, que activa una respuesta de defensa en la planta. Sin
embargo, mutaciones especificas en la secuencia de estos efectores pueden llevar a la
evasion del reconocimiento, como es el caso de PITG_20301 y PITG_20303, los cuales
presentan sustituciones de aminoacidos clave que les permiten evadir la resistencia mediada
por Rpi-blb2 (Oh et al., 2009). Por su parte, la familia AVR2 incluye 21 genes (Cano et al.,

2019), aunque solo tres han sido caracterizados en términos de su reconocimiento mediante
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R2. Dentro de esta familia, la variante candnica PITG_08943 es idéntica a PITG_22870 y
ambos son reconocidos por R2, mientras que PITG_08949 evade el reconocimiento debido a

un desordenamiento intrinseco de su estructura (Yang et al., 2020).

El desarrollo de variedades resistentes que combinen productividad y defensa contra
el tizén tardio puede transformar las practicas de manejo actuales. Por lo tanto, los estudios
gendmicos y transcriptémicos de aislamientos locales de P. infestans son esenciales en el
disefio de programas de mejoramiento de papa eficaces para identificar genes de resistencia
adecuados para areas especificas de produccion de papa. Ademas, la integracion con
practicas culturales adecuadas y sistemas de monitoreo de la diversidad del patégeno, sera

esencial para enfrentar de manera efectiva esta devastadora enfermedad.

Seleccion de genes blanco para el desarrollo de resistencia a
P. infestans

Dado su papel en la interaccion patégeno-hospedador y su potencial para estrategias
de mejoramiento, este trabajo pone especial atencion en un conjunto especifico de genes
efectores de P. infestans (Tabla 1). En particular, los efectores seleccionados incluyen

aguellos que:

e Son reconocidos por receptores inmunes bien caracterizados, e incluye a AVRblb1,
AVRbIb2, AVR3a, AVR1, AVR3b, AVRvntl, AVRamrl, AVRamr3, AVRamr4,
AVRamrl6 y AVRamrl7

¢ Interfieren con la sefializacién de redes de NLRs, como AVRcaplby PITG_15278.

e Son candidatos para estrategias de edicion génica, como los efectores EPIC, que
inhiben proteasas clave en la inmunidad del hospedador.

Como describimos previamente, se han identificado linajes capaces de superar el
fenotipo de resistencia conferido por distintos genes R utilizados en programas de
mejoramiento, resaltando la necesidad de evaluar tanto la expresion de los efectores blanco

como la agresividad de los linajes del patdgeno en diferentes contextos agricolas.
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Gene_ID

PITG_02860
PITG_04373
PITG_07550
PITG_07569
PITG_08943
PITG_09169
PITG_09173
PITG_09175
PITG_11484
PITG_14371
PITG_14891
PITG_15278
PITG_16294
PITG_16705
PITG_20300
PITG_21190
PITG_21388
PITG_22825
PITG_22870
PITG_16663
PITG_18215
PITG_07558
PITG_07387

mejoramiento genético.

Anotacién revisada

AVR-amrl6
AVR-amrl7
AVR-smiral
AVR-amrl
AVR2
EPIC1
EPIC2B
EPIC2A
AVR10
AVR3a
EPIC3
PITG_15278
AVR-vntl
AVR-caplb
AVR-blb2
AVR-amr3
AVR-blb1
AVR-amr4
AVR2
AVR1
AVR3b
AVR-smira2
AVR4

Tipo de efector

RXLR

RXLR

RXLR

RXLR

RXLR
ENZYME INHIBITOR
ENZYME INHIBITOR
ENZYME INHIBITOR

RXLR

RXLR
ENZYME INHIBITOR

RXLR

RXLR

RXLR

RXLR

RXLR

RXLR

RXLR

RXLR

RxLR

RxLR

RxLR

RxLR

Tabla 1: Efectores de P. infestans que seran de particular interés para este trabajo
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Ademas de estos efectores reconocidos por proteinas R bien caracterizadas, algunos
efectores desempefan funciones clave en la modulacién de la inmunidad del hospedador
mediante estrategias diferentes. Por ejemplo, los efectores AVRcaplby PITG_15278 han sido
identificados como supresores de la sefializacion rio abajo de la inmunidad mediada por
receptores tipo hNLR propios de Solanaceas denominados NRC (Derevnina et al., 2018). La
capacidad de estos efectores para interferir con la sefializacién mediada por NRC sugiere que
su estudio podria proporcionar informacion fundamental sobre la estabilidad de diferentes

genes de resistencia y la posibilidad de combinaciones mas efectivas para estrategias de
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Por otro lado, los efectores apoplasticos también representan objetivos potenciales
para mejorar la resistencia al tizén tardio en papa. En particular, los inhibidores de proteasas
de la familia EPIC han sido implicados en la evasion de la inmunidad del hospedador mediante
la interaccidn con proteasas apoplasticas del género Solanum. Por ejemplo, en S.
lycopersicum, EPIC1 y EPIC2b inhiben proteasas como PIP1, RCR3y C14, cuya actividad es
fundamental en la defensa vegetal (Kaschani et al., 2010). Un caso particularmente
interesante es el de la proteasa RCR3 y su homélogo en Mirabilis jalapa, que no es reconocido
por los efectores de P. infestans pero si por los de P. mirabilis. Dong et al. (2014) demostraron
gue dos sustituciones de aminoacidos en la proteasa de M. jalapa determina su especificidad
para la interaccion con efectores. Esto sugiere que la edicion génica de RCR3 en papa podria
evitar su inhibicion por los efectores de P. infestans, restaurando su funcion defensiva y

mejorando la resistencia del cultivo.

Nicotiana benthamiana como modelo para el estudio de la interaccion
P. infestans-solanaceas

Nicotiana benthamiana, originaria de Australia y perteneciente a la familia Solanaceae,

se ha convertido en un modelo valioso para estudiar diversas interacciones planta-patégeno.

N. benthamiana es especialmente susceptible a una variedad de patégenos,
incluyendo virus, bacterias, hongos y oomicetes, como P. infestans. Entre las ventajas que N.
benthamiana ofrece como sistema experimental, podemos resaltar su ciclo de vida corto, la
facilidad para realizar ensayos de expresion transitoria de genes y silenciamiento génico, la
facilidad para propagar y mantener lineas transgénicas y la posibilidad de observar la infeccién
con patégenos filamentosos sin necesidad de tratamiento previo, convirtiéndola en una

herramienta ideal para el estudio de la patogenicidad de P. infestans (Figura 7).

Ademas, se han realizado avances significativos en la transformacién genética de N.
benthamiana, incluyendo la transformacién del genoma plastidico mediante biobalistica o la
transformacién de genoma nuclear utilizando Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium

radiobacter en la actualidad).

En este trabajo utilizaremos lineas de N. benthamiana transgénicas que expresan un
set de receptores inmunes R3a, R1, Rpi-blb2, Rpi-amrl y Rpi-amr3 capaces de reconocer las
proteinas efectoras de P. infestans AVR3a, AVR1, AVRblb2, AVRamrl y AVRamr3
respectivamente. Estas lineas transgénicas fueron cedidas amablemente por los grupos de

los Prof. Sophien Kamoun y Jonathan Jones (The Sainsbury Lab, Norwich, Reino Unido).
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Agroinfiltratio,

Figura 7. Aplicaciones de Nicotiana benthamiana en la investigacién de interaccion planta-
patégeno y biotecnologia vegetal. La imagen ilustra diversas herramientas y enfoques
experimentales empleados en N. benthamiana como organismo modelo en estudios de patogénesis y
mejoramiento vegetal. Entre las metodologias destacadas se encuentran la agroinfiltracion para la
expresion transitoria de genes, vectores virales para la induccion de silenciamiento génico, interferencia
de ARN (RNAI), edicion génica mediante CRISPR/Cas, mutagénesis dirigida por EMS, estudios de
biologia celular y patologia vegetal. Ademas, se incluyen aproximaciones bioquimicas, metabol6micas,
gendmicas y bioinformaticas para la caracterizacién de respuestas de defensa e interacciones
moleculares en la planta. Imagen adaptada de Derevnina et al, 2019.
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Hipotesis y Objetivos

La poblacion de Phytophthora infestans en Argentina presenta una estructura genética
diferenciada, con un linaje prevalente que posee caracteristicas gendémicas y transcriptomicas
asociadas a una mayor virulencia. La identificacion de estos factores permitird orientar el

desarrollo de estrategias de resistencia al tizon tardio.

Objetivo general: Estudiar la diversidad poblacional de Phytophthora infestans en Argentina
y caracterizar, a nivel genémico y transcriptémico, un representante de su linaje prevalente,
con el fin de generar conocimiento aplicable al desarrollo de estrategias de resistencia al tizon

tardio en los cultivos afectados.

Objetivos especificos:

e Evaluar las relaciones filogenéticas entre 20 aislamientos de P. infestans provenientes
de Argentina mediante un panel de 12 microsatélites (SSRs) y secuenciacion de

amplicones multiples.

e Secuenciar y caracterizar el genoma de un aislamiento representativo de un linaje

prevalente en la region.

e Realizar ensayos de infeccion en Solanum tuberosum var Spunta con el aislamiento

representativo y caracterizar el transcriptoma del patégeno durante la infeccién.

e Realizar pruebas de agresividad de distintos aislamientos argentinos frente a las

variedades de papa de interés comercial del pais.

e Realizar pruebas de agresividad de distintos aislamientos argentinos frente a lineas de
Nicotiana benthamiana transgénicas expresando distintas proteinas de resistencia que

reconocen efectores de P. infestans



RESULTADOS




RESULTADOS, CAPITULO |

Capitulo I:

Caracterizacion genomica y poblacional de aislamientos

argentinos de Phytophthora infestans
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Obtencion del aislamiento argentino de P. infestans PINSL-19

Para obtener el aislamiento de P. infestans partimos de muestras de tubérculos
infectados a campo provenientes de Candelaria, San Luis (Figura 8). Luego de desinfectar
superficialmente los tubérculos, tomamos fragmentos de tubérculos del borde de la lesién y
los cultivamos en placas de Petri con agar centeno suplementado con antibiéticos (ampicilina
y rifampicina) y antifungicos (PCNB y Benomyl). Estas placas se guardaron a 15 grados en
oscuridad. Una vez observado crecimiento de micelio a partir de estas lesiones, lo repicamos
a placas frescas de agar centeno ya sin antibiéticos y empezamos a crecer el nuevo

aislamiento para caracterizarlo. Denominamos a este primer aislamiento PINSL-19.

Figura 8. Obtencién del aislamiento argentino de P. infestans PiNSL-19. En el mapa se destaca la
zona de obtencién del material infectado de partida, en Candelaria, Pcia. San Luis. A la derecha,
material vegetal afectado por esta cepa en campo: hoja con sintomas de infeccién y tubérculo de papa
Spunta infectado, enviado a nuestro laboratorio para la obtencién del aislamiento.

La primera identificacion del aislamiento se hizo por morfologia de esporangios,
pruebas de hospedante y asignacion de especie mediante secuenciacion de las regiones de
espaciadores internos transcriptos (ITS por Internal Transcribed Spacer) de genes
ribosomales. Para ello, amplificamos mediante PCR las regiones ITS1 e ITS2 junto con el gen
del ARN ribosomal 5,8S. Habiendo observado el tamafio esperado (960 bp) purificamos el
producto de PCR, secuenciamos los productos de amplificaciéon (secuenciacion Sanger) vy,

una vez curada la secuencia, se verifico su identidad en bases de datos publicas. Asi
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confirmamos que las regiones ITS amplificadas pertenecian a la especie P. infestans (Figura
9).

960bp

ITS6

ITS1 ITS 2

s 25

TS 4

960bp

Figura 9 Identificacién molecular de especie mediante el andalisis de regiones ITS. Se amplificaron
las regiones ITS1 e ITS2 junto con el gen del ARN ribosomal 5,8S, y los productos de amplificacion se
secuenciaron analizandose su secuencia por homologia en bases de datos. En el gel, las calles 1y 2
son productos de PCR de las regiones ITS de PiNSL-19. La calle MW tiene un Ladder de 100pb. EI
producto de PCR esperado es de 960 pb.

Posteriormente, realizamos pruebas de patogenicidad sobre foliolos de papa de la
variedad Spunta, misma variedad sobre la que se habia encontrado a campo, hojas de
Solanum lycopersicum y hojas de N. benthamiana. Pudimos observar que todos los
hospedantes eran susceptibles, pudiendo re-aislar P. infestans a partir del material infectado
(Figura 10).
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Nicotiana benthamiana Solanum tuberosum Solanum lycopersicum
6 dpi var. Spunta 6 dpi
4 dpi

Figura 10. Pruebas de patogenicidad en distintos hospedantes. Se inocularon hojas de N.
benthamiana (izquierda), S. tuberosum (centro) y S. lycopersicum (derecha) con P. infestans PiNSL-
19. Las fotografias fueron tomadas 6 dias post inoculacién en tomate y N. benthamiana y 4 dias post
inoculacién en papa.

Diversidad genética de P. infestans en Argentina:
Analisis de aislamientos de distintas regiones productoras

A partir de una colaboracién con la Dra. Maria Florencia Lucca (INTA- EEA Balcarce;
Red Tizén Latino) obtuvimos tejido foliar de plantas de papas infectadas de diversas regiones
productoras del pais. Todas estas muestras fueron obtenidas en las campafas de 2020 y
2021. Re-aislamos P. infestans a partir de estas muestras utilizando la misma metodologia
descripta para PiINSL-19 generando una coleccién de 20 aislamientos, conservando micelio
(crecido en placa RSA) en nitrégeno liguido. Una vez establecida la coleccion, extrajimos ADN
de cada uno de estos aislamientos para ser analizados mediante un panel de 12 microsatélites
(SSR) (Li et al.,, 2012), y un panel de 98 blancos moleculares por secuenciacion de
amplicones. Las muestras nuevas provienen principalmente del Sudeste de la Provincia de
Buenos Aires, principal region productora de papas del pais con 17 aislamientos. Las

muestras restantes provienen de las Provincias de Cérdoba y Tucumén (Figura 11).
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Figura 11: Origen de los aislamientos argentinos. El mapa destaca las localidades de Balcarce,
General Pueyrredon (Mar del Plata), Necochea (Quequén), Ayacucho (Candelaria), Rio Primero
(Montecristo) y Tafi del valle de donde provienen los aislamientos listados bajo el nombre de cada
partido. Mapa creado con Datawrapper.

Genotipificacion de aislamientos de P. infestans mediante marcadores
moleculares tipo SSR

Los datos de SSR obtenidos para cada muestra fueron analizados utilizando la
plataforma en linea USBIlight (https://usablight.org/identify-ssr-genotype) para identificar el

genotipo correspondiente a cada perfil de SSR. Todas las muestras analizadas fueron
asignadas al genotipo EU_2_A1, un linaje clonal previamente reportado en Europa y asociado
a caracteristicas epidemiolégicas especificas. Aunque los indices de diversidad genética
generales sugirieron una diversidad moderada dentro del conjunto de datos (Hexp = 0.35), un
arbol Neighbour-Joining basado en las distancias de Bruvo (Bruvo et al., 2004) revel6 un alto
grado de similitud entre las muestras, con varias siendo genéticamente idénticas en todos los

loci. Esta discrepancia probablemente refleja la naturaleza clonal del linaje EU_2_ Al que
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domina el conjunto de muestras, asi como la limitada capacidad informativa de ciertos loci
(como aquellos con baja riqueza alélica o patrones monomoarficos para esta poblacion) (Tabla
2). Estos resultados ponen de manifiesto la estructura clonal de la poblacion y sugieren que
si bien los SSR fueron Utiles para asignar las muestras al GML EU_2 Al, la capacidad de
este panel para detectar variabilidad dentro de la poblacion fue limitada. Dado esto, en la
siguiente seccion exploramos la diversidad genética de los aislamientos argentinos a partir de
un panel de Secuenciacion de amplicones, con un mayor nimero de marcadores SNPs

distribuidos en diferentes regiones del genoma.

locus alelos 1-D Hexp Evenness
D13 1
PinfSSR8 5 0.688 @ 0.699 0.909
PinfSSR4 3 0.524 0.537 0.910
Pio4 3 0.524 0.537 0.910
Pi70 1
PinfSSR6 3 0.667 0.678 1.000
Pi63 2 0.500 0.513 1.000
PiG11 2 0.500 0.513 1.000
Pi02 1
PinfSSR11 4 0.677 0.689 0.951
PinfSSR2 2 0.049 0.050 0.413
Pi4B 3 0.667 = 0.678 1.000

Tabla 2: Diversidad genética en 12 loci SSR. Se presentan el nimero de alelos, el indice de
dominancia de Simpson (1-D), la heterocigosidad esperada (Hexp) y la uniformidad de frecuencias
alélicas (Evenness). Los loci monomoérficos carecen de indices de diversidad.

Analisis de polimorfismos de nucledtido simple (SNP) en aislamientos de
P. infestans mediante secuenciacion de amplicones

En el marco de una colaboracién con el Dr. David Cooke (James Hutton Institute,
Dundee, Escocia), el Prof. Kurt Lamour (University of Tennessee, EEUU), y el Dr. lan Kreuze
(Centro Internacional de la Papa, Perl), nos propusimos evaluar la estrategia de
secuenciacion de amplicones mdltiples para caracterizar los aislamientos de P. infestans
obtenidos. Para ello, el consorcio decidié utilizar un set de 98 SNPs correspondientes a 98
genes distintos, seleccionados por el Prof. Sophien Kamoun (TSL, Reino Unido) (ver tabla
Suplementaria 2). Los oligonucledtidos o primers fueron disefiados para amplificar 180pb

conteniendo el SNP blanco central. Todos los SNPs adicionales detectados dentro de los
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amplicones secuenciados fueron considerados para los analisis posteriores. Enviamos
muestras de ADN de nuestros aislamientos al Prof. Lamour, a cargo de la empresa

MonsterPlex (floodlightgenomics.com). Junto con nuestras muestras, se incluyeron 18

aislamientos adicionales proporcionados por el Dr. Cooke. Nos resultaba de particular interés
utilizar estos aislamientos, ya que entre ellos habia seis aislamientos caracterizados mediante
SSR como GML EU_2_ A1, igual que todas las muestras argentinas. También su set incluyé
cinco aislamientos pertenecientes al GML EU_8_Al y siete aislamientos identificados como
GML EU_13 A2. Incluir estas muestras en un andlisis filogenético con las muestras
argentinas nos permitiria obtener informacion sobre: 1) ¢como se estructura una filogenia
obtenida por matrices de distancia de marcadores SNPs en relacion con el genotipo descripto
mediante SSRs? 2) ¢,cémo se estructuran los aislamientos argentinos respecto de otras
muestras del mismo GML pero obtenidas en otras partes del mundo? En la Tabla 3 se detallan

las muestras analizadas por secuenciacion de amplicones.

Con el objetivo de generar un set de datos que nos permita comparar las muestras
Argentinas y Europeas de P. infestans en funcion de la conservacion de SNPs entre ellas,
generamos un archivo tipo FASTA de “genoma reducido” de la cepa de referencia de P.
infestans denominada T30-4 (Haas et al., 2009). Este genoma reducido incluye sélo los 98
fragmentos de los amplicones, extendiendo 50 pb a cada lado del amplicon de 180 pb. Esto
termind generando un archivo FASTA de referencia de 98 “contigs” de 280 pb de largo. Este
genoma reducido fue utilizado para alinear las 38 muestras de P. infestans en formato FASTQ
y estos alineamientos se utilizaron para generar un archivo de variant calling format (vcf) que
incluyera todas las muestras. Una vez obtenido este set de datos, lo analizamos en R
utilizando los paquetes poppr, vcfR y la funcién aboot. Estos scripts se encuentran detallados
en la seccion Materiales y Métodos y en el GitHub del laboratorio del Prof. Niklaus Grunwald,

donde fueron desarrollados (https://github.com/grunwaldlab/poppr). . El arbol filogenético

obtenido a partir del andlisis de secuenciaciéon de amplicones (Figura 12) muestra que los
aislamientos analizados se agrupan en funcién de su genotipo multilocus (GML), formando
ramas bien definidas para cada GML. Esto indica que los SNPs seleccionados permiten
diferenciar los distintos linajes de P. infestans de manera consistente con los resultados
obtenidos mediante los marcadores SSR. En otras palabras, tanto el analisis de SSRs como
el de secuenciacién de amplicones reflejan la misma estructura poblacional, lo que refuerza

la validez de ambos enfoques para caracterizar genéticamente los aislamientos.
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Nombre
Ar20079
Ar20080
Ar20094
Ar20100
Ar20101
Ar20102
Ar20105
Ar20110
Ar20111
Ar20112
Ar20114
Ar21001
Ar21002
Ar21009
Ar21015
Cha2
Tafi
Garcia
Biocca
PiNSL-19
06 3964A
14T3A
08 6942A
08 7054C
08 6946A
06 4132B
08 6946B
97 346 02
14LD1B
97 345 05
06 4168C
06 4168B
95 197
961451
98 142 08
97 253 05
96 1457
97 310 07

Tabla 3: Aislamientos de P. infestans utilizados en este trabajo.

Ao Hospedador

2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2019
2006
2014
2008
2008
2008
2006
2008
1997
2014
1997
2006
2006
1995
1996
1998
1997
1996
1997

S. tuberosum
S. tuberosum
S. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum

. tuberosum

n 0 nu nu n n n n n no n n n n no non

. tuberosum
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d
s/d

Localidad
Balcarce (Bs.As)
Balcarce (Bs.As)
Balcarce (Bs.As)
Balcarce (Bs.As)
Balcarce (Bs.As)
Quequén (Bs.As)
Quequén (Bs.As)
Balcarce (Bs.As)
Balcarce (Bs.As)
Balcarce (Bs.As)
Balcarce (Bs.As)
Balcarce (Bs.As)
Balcarce (Bs.As)
Balcarce (Bs.As)

Balcarce (Bs.As)

Montecristo (Cérdoba)
Tafi del Valle (Tucuman)
General Pueyrredon (Bs.As.)
General Pueyrredon (Bs.As.)

Candelaria (San Luis)

Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido

Reino Unido

Genotipo (SSR)

EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU 13 A2
EU 13 A2
EU 13 A2
EU 13 A2
EU 13 A2
EU 13 A2
EU 13 A2
EU_8_Al
EU_8 Al
EU_8 Al
EU_8_Al
EU_8_Al
EU 2 Al
EU 2 Al
EU 2 Al
EU_2 Al
EU_2 Al
EU 2 Al
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Por otro lado, es importante destacar que dentro de la rama que incluye a los
aislamientos del GML EU_2 Al, todos los aislamientos argentinos se agrupan y con
distancias menores entre cualquiera de ellos que en relacion con cualquier otro aislamiento
EU_2 Al. Esto podria indicar que ademas de ser alta la prevalencia de EU 2 Al en
Argentina, como se ha descripto para el cono sur de Sudamérica, las muestras argentinas no
parecen derivar de multiples eventos de migracién, sino de un ancestro comun, incluso dentro
de este GML.

Tree scale: 0.01 —
14T3A
— 08 6942A
— 08 7054C
EU_13_A2 R 08 6946A

——— 06 4132B
L: 08 6946B
06 3964A

97 346 02
14LD1B
EU_8_A1 97 345 05
06 4168C
06 4168B

95 197
96 145 1
98 142 08
97 253 05
96 145 7
97 310 07
Ar21001
Ar20110
Ar21015
Ar20100
Ar21002
Ar20105
EU_2 A1 Ar20079

Ar20114
Biocca

Ar20094 Muestras
g?;(Jzuz argentinas
Ar20111
PiNSL
Garcia
Tafi
Ar21009
Ar20080
Ar20102
Ar20101

Figura 12. Arbol filogenético de aislamientos de P. infestans Arbol de tipo Neighbour-Joining
basado en distancias de Bruvo, construido a partir de datos de Secuenciacion de amplicones. Se
muestran los aislamientos organizados segun su genotipo multilocus (GML), con cada grupo resaltado
en diferentes colores: EU_2 A1l (fondo rosa), EU_8 Al (fondo azul) y EU_13 A2 (fondo amarillo). Los
aislamientos argentinos se agrupan dentro del clado EU_2_A1l, mientras que los otros aislamientos
corresponden a referencias internacionales.

Con el objetivo de identificar diferencias entre los aislamientos argentinos de P.
infestans, analizamos la distribucién de SNPs dentro y entre los distintos GMLs. Para ello,
extrajimos la informacion de genotipo (columna GT) del archivo VCF generado a partir del
andlisis de secuenciacion de amplicones, y construimos una matriz binaria donde cada

posicion variante fue codificada segun su estado genotipico:
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e 0: Homocigota para el alelo de referencia T30-4 (0/0).
e 1: Heterocigota (0/1).
e 2: Homocigota para el alelo alternativo (1/1).

Esta transformacion nos permitié comparar la presencia y distribucion de SNPs entre
aislamientos y evaluar qué variantes eran compartidas o exclusivas de cada grupo. Para
visualizar estas relaciones, generamos diagramas de Venn (Figura 13), los cuales muestran
el numero de SNPs compartidos entre distintas combinaciones de aislamientos pertenecientes
alos GMLs EU_2_Al,EU_8 AlyEU_13_A2.

a b
" . 4
PiNSL-19 25 17 25 PiNSL-19 5 10 Cba2
52
111
28 33 2
5
39
28
PiNSL-19 Tafi PiNSL-19 Ar20079
34 1
5 48
8 4
74 69
7 0 SSR GLM
6 2
EU 2 A1
65 56 EU_8_A1
06_4168C

Figura 13. Comparacion de variantes SNP entre aislamientos de P. infestans. Diagramas de Venn
mostrando la distribucion de los SNPs obtenidos del set de datos de secuenciacion de amplicones entre
muestras pertenecientes a diferentes GML. (a) Comparacion entre el aislamiento argentino PiNSL-19,
un aislamiento europeo EU_13_A2 (06_3964A) y un aislamiento europeo EU_8 Al (06_4168C). (b)
Comparacion entre dos aislamientos argentinos (PiNSL-19 y Cba2) y un aislamiento europeo EU_2_A1l
(97_253_05). (c) Comparacion entre dos aislamientos argentinos (PiNSL-19 y Tafi) y un aislamiento
europeo EU_8 Al (06_4168C). (d) Comparacién entre dos aislamientos argentinos (PiNSL-19 y
Ar20079) y un aislamiento europeo EU_13 A2 (06_3964A). El cédigo de colores de SSRGT indica el
GLM al que pertenece cada muestra.

Los resultados mostraron que dentro de un mismo GML, los aislamientos argentinos
comparten la mayoria de los SNPs, lo que indica una baja diversidad genética dentro de este

grupo (Figura 13b). Sin embargo, al comparar aislamientos de diferentes GMLSs, se observa
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una mayor diferenciacion en los SNPs compartidos, reflejando la divergencia entre estos
linajes genéticos (Figuras 13a, 13c y 13d). Estos patrones sugieren que la poblacion argentina
de P. infestans pertenece a un linaje clonal dominante (EU_2_ Al), con baja variabilidad

interna pero claramente distinguible de otros GMLs.

Caracterizacion gendmica del aislamiento PiINSL-19

La secuenciacion del genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) es una
herramienta que permite la caracterizacion integral del material genético de un organismo,
proporcionando informacion detallada sobre variantes genéticas, estructura genomica y

posibles implicaciones funcionales.

A partir de ADN gendmico extraido de micelio crecido en placa RSA, se secuencio el
genoma de PINSL-19 utilizando la plataforma Illumina HiSeq 2000 (servicio provisto por
Novogene), logrando una cobertura del genoma de 50x. Las lecturas de secuenciacion de
PINSL-19 se alinearon con el genoma de referencia T30-4 (Haas et al., 2009), cubriendo el

97.35% del genoma. A partir de estos datos, se realizaron los siguientes analisis:

¢ Inferencia de ploidia: Se estimé la ploidia del aislamiento mediante la distribucion

de frecuencias alélicas en sitios heterocigotas.

e Deteccién de variaciones en niumero de copias (CNV por Copy Number Variation):

Se identificaron regiones del genoma con incremento en el nimero de copias.

e Genes sin cobertura en el alineamiento: Se analizaron regiones del genoma sin

cobertura respecto a T30-4.

e Comparacién con otros genomas de P. infestans: Se evalué la similitud del genoma
de PINSL-19 con aislamientos previamente secuenciados para establecer

relaciones de parentesco.

Ploidia del aislamiento PiINSL-19

Para explorar la estructura gendémica de PINSL-19, analizamos las distribuciones de
frecuencia de alelos utilizando los SNPs derivados del genoma completo. Este analisis se
basa en determinar posiciones variantes en heterocigosis. La proporciéon de lecturas que
sostienen la presencia de un alelo A o B puede estar en torno al 0.5 (mitad de lecturas que
apoyan uno u otro alelo), como podria esperarse en un organismo diploide. En cambio, la
proporcion de lecturas de 1/3 a 2/3 supondria una estructura triploide de este genoma. Los

graficos de histograma de las distribuciones de frecuencia de alelos heterocigota reflejan estos
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patrones distintivos relacionados con su nivel de ploidia. En el caso de PiNSL-19, el andlisis
reveld una distribucion bimodal, respaldando una arquitectura genémica triploide (Figura 14),
compatible con reportes que describen una prevalencia elevada de triploidizacién en las

poblaciones de P. infestans de Sudamérica (Knaus et al., 2020).
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Figura 14 Distribucion de frecuencias alélicas en SNPs heterocigotas de P. infestans PiNSL-19.
Histograma mostrando la proporcién de alelos en posiciones heterocigotas dentro del genoma de
PINSL-19. Los alelos mayoritarios se representan en amarillo y los alelos minoritarios en violeta.

Numero de copias de genes en el genoma de PiNSL-19

La estimacién del nimero de copias de genes en P. infestans requiere considerar las
limitaciones de la secuenciacién por Illlumina. Debido a la corta longitud de lectura (150 pb),
la identificacién precisa de regiones repetitivas es dificultosa. Ademas, el sesgo hacia regiones
con alto contenido de GC puede afectar la cobertura, influyendo en la inferencia de la
presencia 0 ausencia de genes. Por ejemplo, una cobertura excesiva podria sobrestimar el

namero de copias.

Para lograr una estimacibn mas robusta del niumero de copias, analizamos la
profundidad de secuenciacién para cada posiciéon del genoma de PINSL-19 usando el
programa samtools mpileup. La estimacion de la profundidad de secuenciacién por gen

corregida por GC fue calculada siguiendo a Raffaele y col., 2010:

AARD(g) = ARD(g) * MARD / mARDcc
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Aqui, ARD(g) es la profundidad media de secuenciacién para un gen dado, mARD es
la cobertura media de todos los genes y mARDgc es la cobertura media para los genes que
compartan el mismo percentil GC que el gen analizado. Este calculo resulta en la profundidad
media de secueciacién ajustada por GC para el gen en particular. En este sentido, sélo
incluimos aquellos genes que tuvieran un AARD(g) superior al 25% de la cobertura media del
genoma (12x). Esto significa que aquellos genes con cobertura ajustada por contenido GC
menor a 12 se removieron para evitar errores en la asignacion del numero de copias por

escasa profundidad de secuenciacion (Knaus et al., 2020).

El andlisis del nimero de copias de genes en PINSL-19 mostré que la mayoria de los
genes presentan triploidia. No encontramos una correlacion directa entre los genes de
efectores, que suelen ubicarse en regiones de baja densidad génica, y una mayor proporciéon
de copias triplicadas. Este resultado coincide con lo reportado por Knaus et al. (2020), quienes
tampoco observaron dicha correlacion en su analisis de genomas de P. infestans provenientes
de diversas regiones del mundo. Esto sugiere que la expansion de la ploidia en PINSL-19 no
esta restringida a regiones con alta actividad de transposones o secuencias repetitivas, sino

que afecta al genoma en su conjunto.

Como se observa en la Figura 15, los genes correspondientes a efectores RXLR
(promedio = 2.97; desvio estandar = 0.511) y efectores apoplasticos (promedio = 3.03; desvio
estandar = 0.545) se encuentran mayormente en tres copias. En cambio, los efectores Crinkler
presentaron un menor nimero de copias en promedio (media = 2.7; desvio estandar = 0.823).
Como control, utilizamos genes de la familia de las ubiquitinas, una categoria funcional no
relacionada con la virulencia y ubicada en regiones de alta densidad génica. En este grupo,
observamos una tendencia mas marcada hacia la triploidizacion (media = 3.12; desvio
estandar = 0.463), con menos variabilidad en el nimero de copias en comparacion con los

efectores.

El promedio general del nUmero de copias en la anotacion completa del genoma de
PIiNSL-19 fue de 3.04 (desvio estandar = 0.478). A pesar de esto, es importante destacar que
las ubiquitinas mostraron una mayor consistencia en mantener tres copias, con pocos genes
en categorias de 2, 4 o 5 copias. Para obtener una comprensibn mas precisa de este
fendmeno, seria valioso complementar este analisis con otros estudios enfocados en la

estructura del genoma y la dindmica de la ploidia en P. infestans.
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Nidmero de copias

V

Apoplasticos Crinkler RxLR Ubiquitinas

Efectores

Figura 15. Distribucién del nimero de copias de genes en PiNSL-19. Grafico tipo violin plot
mostrando la distribucién de genes presentes en dos, tres 0 cuatro copias en P. infestans PiNSL-19,
estimada a partir de la cobertura de secuenciacién corregida por contenido GC. Se presentan diferentes
categorias de genes: efectores apoplasticos (violeta), efectores Crinkler (amarillo), efectores RXLR
(verde) y ubiquitinas como genes no efectores (gris). El area de los violines esta ajustada al nimero de
genes. Se muestra en cada violin los percentiles 0.25, 0.5y 0.75 como lineas horizontales.

Delecion génica y su impacto en el repertorio de efectores de PINSL-19
El andlisis de pérdida de genes en genomas de patdégenos es una herramienta clave

para comprender los mecanismos de adaptacion, evolucién y especializacion de estos
organismos. La ausencia de ciertos genes puede influir en la virulencia, la evasion de la
inmunidad del hospedador y la plasticidad del genoma en respuesta a presiones selectivas.
En el caso de P. infestans, la delecion de genes que codifican efectores puede tener un

impacto directo en su interaccién con el hospedante y en su capacidad de infeccion.

Para identificar genes ausentes en PiINSL-19, evaluamos aquellos cuya cobertura de
secuenciacion fue nula a lo largo de toda su longitud en comparacion con el genoma de
referencia T30-4. Mediante este criterio, detectamos un total de 82 genes ausentes en PiNSL-
19, entre los cuales se incluyen 16 correspondientes a efectores RXLR y 5 correspondientes

a efectores apopléasticos (Figura 16).
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Genes sin sefial de secrecion
(61/17987, 0,34%)

Efectores RxLR
(16/584, 2,74%)

Con sefial de secrecion
extracelular

Efectores apoplasticos
(5/405,1,24%)

Figura 16: Efectores ausentes en PiNSL-19. El grafico muestra la cantidad de genes sin sefal de
secrecion (gris), efectores RXLR (turquesa) y efectores apoplasticos (violeta) que no presentan
cobertura en la secuenciacion del genoma de este aislamiento respecto al genoma de referencia T30-
4,

Dentro del conjunto de genes con cobertura “cero” en PiINSL-19, nos resulta de
particular interés el gen correspondiente al efector de tipo RXLR AVR1 (PITG_16663) (Figura
17). Este efector es reconocido por el receptor inmune de S. tuberosum R1 que esta presente

en las variedades de papa Spunta, Kennebec e Innovator, entre otras (Armstrong et al., 2018).
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Figura 17: Ausencia del locus de AVR1 en PiNSL-19: Visualizacion de la cobertura de la
secuenciacion de PINSL-19 en una ventana de 10kb alrededor del gen AVR1, donde se muestra la falta
de cobertura del gen para este aislamiento, indicando la pérdida de la region.
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Gendmica comparativa de PINSL-19 con aislamientos de P. infestans

de otras partes del mundo

Con el objetivo de determinar si el linaje clonal EU_2_Al identificado en Argentina
guarda relacion con aislamientos de otras regiones del mundo, exploramos bases de datos
publicas en busca de genomas secuenciados que pudieran compartir similitudes con PiNSL-
19. Especificamente, recurrimos al Sequence Read Archive (SRA) de NCBI para identificar
aislamientos que pertenecieran al mismo genotipo o0 que mostraran una relacion filogenética
cercana. Esto permitiria aprovechar informacion ya disponible y evaluar si existian estudios

previos sobre aislamientos relacionados con PiNSL-19.

Para abordar esta cuestion, comparamos PiNSL-19 con un conjunto de aislamientos

secuenciados con tecnologias similares, incluyendo representantes de linajes bien
caracterizados, como US-1 y US-23. También incluimos una muestra de Phytophthora
mirabilis como outgroup. La lista completa de aislamientos utilizados en este andlisis se detalla
en la Tabla 4. El nimero de SNPs detectados para cada muestra en relacién al genoma de

referencia (Haas et al., 2009) se presenta en la figura 18.

Accession Number

Especie Afio

Hospedador

CBS.678.85 | P. mirabilis | 2020 Desconocido México SRR9106156
HB1505 P. infestans | 2015 S. tuberosum China SRR10999783
HN1602 P. infestans | 2016 S. tuberosum China SRR10999782
Kri_A1l P. infestans | 2016 S. tuberosum Corea del Sur SRR11592936
Kr2_A2 P. infestans | 2015 S. tuberosum Corea del Sur SRR11592934
Eg_73 P. infestans | 2019 S. tuberosum Egipto DRR160350

Us23 P. infestans | 2009 S. tuberosum USA ERR299558
DDR7602 P. infestans | 1976 S. tuberosum Alemania ERR248813
LBUS5 P.infestans | 2005 @ Petunia x hybrida Sudéfrica ERS226849
uss P. infestans | 2009 S. lycopersicum USA ERR299556
P13626 P. infestans | 2003 S. tuberosum Ecuador ERR248796
PiNSL-19 P.infestans | 2019 S. tuberosum Argentina Este trabajo

Tabla 4: Aislamientos utilizados para el andlisis de polimorfismos de nucleétido simple a nivel

gendmico.
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Figura 18. Comparacién del nimero de SNPs en PiNSL-19 y otros aislamientos de P. infestans
respecto al genoma de referencia T30-4. Grafico de barras mostrando la cantidad de polimorfismos
de nucleétido simple (SNPs) detectados en cada aislamiento analizado en comparacién con la cepa de
referencia T30-4. El nimero de SNPs esta representado en millones.

Para inferir las relaciones filogenéticas, utiizamos dos aproximaciones
complementarias: arboles construidos a partir de matrices de distancia de Jaccard mediante
clustering jerarquico y arboles de Maxima Verosimilitud basados en la concatenaciéon de
posiciones variantes. Ademas, analizamos la ocurrencia de polimorfismos compartidos entre
pares de muestras, permitiendo establecer posibles agrupamientos genéticos. La metodologia
completa utilizada en estos analisis se encuentra detallada en la seccién de Materiales y

Métodos.

Ambas estrategias de analisis filogenético produjeron resultados congruentes, con una
topologia de arbol consistente entre métodos. Como era esperado, los pares de aislamientos
LBUS5-DDR7602 (US-1) y Eg73-US23 (US-23) se agruparon estrechamente, reflejando su
origen comun (Figuras 19 y 20). En contraste, PINSL-19 mostr6 una asociaciéon con el
aislamiento HN1602 de China, aunque la escasa longitud de la rama que los conecta sugiere

gue esta relacion podria deberse a un artefacto mas que a un parentesco real.
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Figura 19. Relacidn filogenética de PiINSL-19 con otros aislamientos de P. infestans basada en
SNPs de genoma completo. Arbol de Maxima Parsimonia generado a partir del alineamiento mdltiple
de secuencias basado en la concatenacion de polimorfismos de nucleétido simple (SNPs). Los valores
en las ramas indican soporte de bootstrap.
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Figura 20. Arbol de Maxima Verosimilitud basado en SNPs de genoma completo de P. infestans.
Arbol filogenético construido mediante el método de Maxima Verosimilitud a partir de matrices de
distancias de Jaccard de polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) detectados en los aislamientos
analizados.

Para profundizar en esta observacion, analizamos la distribucién de polimorfismos
compartidos mediante diagramas de Venn, lo que permitié visualizar la cantidad de SNPs en
comun entre PINSL-19 y los distintos linajes analizados. Se observo que los aislamientos US-
1 y US-23 compartian mas SNPs entre si que con PiNSL-19, mientras que la relacion con
HN1602 no mostré el mismo patrén de similitud, respaldando la idea de que la agrupacion
entre ambos podria no reflejar un parentesco biolégico (Figura 21).

En conclusion, este analisis no identificO en las bases de datos publicas ningun
aislamiento que pudiera ser claramente asignado al mismo genotipo que PINSL-19. Esto
sugiere que PiINSL-19 podria representar el primer aislamiento secuenciado de este genotipo,
lo que resalta la importancia de su caracterizacion y sugiere la necesidad de futuros estudios
que permitan comprender mejor su relevancia epidemiolégica y su relacibn con otras

poblaciones de P. infestans.

PINSL_19 Eg_73
i LBUSS PINSL_19 g_ PINSL_19 KR1

110922
e 86898 234160 264210 129005 239947

486031 381660

146866 Sieies 215151 182236

259883 144675 121694
48385

36417

133381
82420 348669

DDR7602 Us-23
HN1602

Figura 21. Comparacion de SNPs compartidos entre PiNSL-19 y otros aislamientos de P.
infestans. Diagramas de Venn mostrando la cantidad de polimorfismos de nucle6tido simple (SNPs)
compartidos entre PINSL-19 y aislamientos de distintos linajes. (lzquierda) Comparacion con
aislamientos del linaje US-1 (LBUS5 y DDR7602). (Centro) Comparacion con aislamientos del linaje
US-23 (Eg_73 y US-23). (Derecha) Comparacion con los aislamientos KR1 y HN1602.
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Capitulo ll:

Estudio de la expresion in planta de genes de
P. infestans PINSL-19 durante la interaccion con

S. tuberosum var Spunta
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Expresion de genes in planta de P. infestans PINSL-19 durante la
infeccion de S. tuberosum var. Spunta

Decidimos a continuacion estudiar la expresion de genes de P. infestans PiINSL-19 in
planta, durante su interaccion con papa variedad Spunta, con especial foco en los genes
correspondientes a efectores. Para ello, realizamos un estudio de secuenciacion masiva de
ARN (RNA-seq), tomando muestras de tejido foliar a las 0, 16, 24, 48 y 72 horas post
inoculacién (hpi) con gotas conteniendo una suspension de 50000 zoosporas/ml. Estos
experimentos se realizaron por triplicado. Extrajimos el ARN total de cada muestra, cuya
calidad se determiné por observacién de integridad de bandas ribosomales en gel de agarosa,

y utilizando un fluorémetro Qubit (Figura 22).

Pasaje a fase

Micelio RSA Fase biotréfica ‘e
necrotrofica

Micelio Discos de hojas Discos de hojas Discos de hojas Discos de hojas
control 0 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi

Extraccion
ADN Extraccion Extraccion Extraccién Extraccion
(CTAB) ARN ARN ARN ARN
Extraccion total total total total
ARN (TRIzol) (TRIzol) (TRIzol) (TRIzol)
(TRIzol)

Figura 22: Disefio experimental de la infeccion con P. infestans PiNSL-19 de plantas de
S. tuberosum var Spunta. Se realizaron tres experimentos independientes, y en cada tiempo post-
inoculacién (hpi: horas post infeccién) se tomaron muestras para la extraccion de ARN total utilizando
TRIzol. La expresion de los distintos genes para cada tiempo estudiado se relativizé a muestras control
de micelio crecido en placa RSA.

La secuenciacion, servicio prestado por la empresa Novogene con un equipo lllumina
Hiseq 150bp PE, se realiz6 a una profundidad de 30 millones de lecturas por muestra. Fueron
excluidos del anlisis los tiempos de 0 y 16hpi debido a una baja cobertura del transcriptoma
de P. infestans. Atribuimos esta baja cobertura a la escasa relacion de masa del patégeno
respecto del tejido vegetal, ya que las infecciones comenzaban a establecerse y esto derivo

en una cobertura muy elevada del hospedante y una muy baja del patégeno (Tabla 5).
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Muestra Grupo eCHes Concordantes Discordantes % mapeado
totales

Al Ohpi 30874305 9377 2973 0,04%
A4 48hpi 32464073 2750508 219955 9,15%
B1l Ohpi 42881429 13510 3643 0,04%
B2 16hpi 30918272 14185 1274 0,05%
B3 24hpi 32588704 37382 4983 0,13%
B4 48hpi 32691303 763352 53931 2,5%
B5 72hpi 30707777 5600017 381858 19,48%
C1 Ohpi 31938856 8449 1133 0,03%
c2 16hpi 30299482 32336 4023 0,12%
C3 24hpi 31765586 17062 1997 0,06%
C4 48hpi 31595996 526536 39032 1,79%
C5 72hpi 32452933 3819479 347478 12,84%

Ctril Micelio 31004013 26246511 2612024 93,08%

Ctrl2 Micelio 32458648 28380183 2264027 94,41%

Tabla 5: Métricas de los alineamientos al transcriptoma de referencia (cepa T30-4) de las lecturas
obtenidas para cada tiempo de infeccion de S. tuberosum var Spunta con el aislamiento PiINSL-19 de
P. infestans.

Después de alinear con al genoma de referencia de la cepa T30-4, utilizando un
archivo GTF para asignar lecturas a genes anotados, se contabilizaron las lecturas sobre cada
gen con HTseq y la expresién génica diferencial se midi6é con el paguete DEseq2. Los genes
se consideraron diferencialmente expresados cuando su valor p-adj fue <0.05 y el aumento
en la expresion 16 veces superior (LFC>4) respecto al valor de expresion en micelio creciendo
en placa RSA. De los 18170 genes anotados en el genoma de referencia, encontramos que
en nuestras muestras 3835 presentaban una cobertura inferior a 100 lecturas entre todas las
muestras (Figura 24). Utilizamos este nUmero como criterio para filtrar genes con muy bajos

niveles de expresion y evitar alineamientos espurios.

Luego, nos enfocamos en los genes anotados con sefial de secrecion. De este listado
de 989 genes anotados en la cepa T30-4, encontramos la expresion de 511 en PiNSL-19 en
al menos uno de los tiempos medidos. Respecto del set de 23 efectores que seleccionaramos
previamente, encontramos la expresion de 19 en al menos una condicion (figura 23 ; figura 25

a, byc).

55



RESULTADOS, CAPITULO II

230 24hpi

150

-log(pval)

250

1

|

I

I

1

I wl

150 | i

|

I -

& l=D

-log(pval)

250

150

-log(pval)

50

LFC

Total @® Secretados Efectores seleccionados (Tabla 1)

Figura 23. Andlisis de expresion diferencial de genes en PiNSL-19 durante la infeccion de S.
tuberosum var. Spunta. Gréficos tipo volcano plot mostrando los genes diferencialmente expresados
(p-valor < 0.05) a las 24 hpi (izquierda), 48 hpi (centro) y 72 hpi (derecha). En violeta se representan
todos los genes, en gris aquellos con sefial de secrecion y en amarillo los efectores de importancia
agrondmica definidos previamente (Tabla 1). Las lineas punteadas verticales muestran valores de LFC
de -4y 4y la linea horizontal el p-valor = 0.05.

Por otro lado, identificamos 478 genes con sefial de secrecidon que no se expresaron
in planta, de los cuales 371 pertenecen a la familia RXLR. La mayoria de estos genes fueron
anotados como RXLR putativos, aunque entre ellos destacan AVR3b (PITG_18215), AVR1
(PITG_16663) y AVR4 (PITG_07387), junto con miembros de las familias AVR2 y AVRblb2.
En particular, dentro de AVRbIb2, observamos la ausencia de las variantes PITG_20301 y
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PITG_20303, previamente descritas por su asociacion con el “quiebre” de la resistencia
mediada por Rpi-blb2 (Oliva et al., 2015).

En cuanto a otros tipos de efectores, detectamos 12 genes de la familia Crinkler y 95
efectores apoplasticos con escasa cobertura, 1o que sugiere que estos genes tienen una baja

o nula actividad transcripcional durante la infeccion de S. tuberosum var. Spunta (Figura 24).

Genes Totales Secretados Efectores de interés

PLFc<a
P LFc>4

No expresados

Expresados

Figura 24. Expresion de genes de PiNSL-19 durante la infeccion de S. tuberosum var. Spunta.
Diagramas de torta mostrando la proporcién de genes no expresados (gris), expresados sin cambios
respecto del control (verde) y diferencialmente expresados (violeta). Se presentan tres categorias:
todos los genes (izquierda), genes con sefial de secrecion (centro) y efectores de interés agronémico
(derecha).

Entre los genes que codifican efectores inducidos (de acuerdo con los criterios p-valor
ajustado < 0,05y LFC > 4), 53 se expresan en todas las etapas de infeccion analizadas, 14
solo a las 24 hpi, 6 a las 48 hpi, 20 a las 24 y 48 hpi, y 8 a las 48 y 72 hpi. No se identifico
ningun efector inducido exclusivamente a las 72 hpi segun los criterios seleccionados. (Figura
25 d).
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Figura 25. Expresién diferencial de efectores de interés agrondmico en PiNSL-19 durante la
infeccién de S. tuberosum var. Spunta. (a—c) Graficos tipo volcano plot mostrando los efectores
diferencialmente expresados a las 24 hpi (a, violeta), 48 hpi (b, turquesa) y 72 hpi (c, amarillo). Se
presentan los valores de log fold change en el eje x y la significancia estadistica (-log10 p-valor) en el
eje y. (d) Diagrama de Venn representando el nimero de efectores inducidos en cada tiempo post-
inoculacién y su solapamiento entre condiciones.

Con el objetivo de determinar el enriqguecimiento en anotaciones funcionales asociadas
a los genes de P. infestans inducidos in planta durante la infeccion de Spunta, obtuvimos una
lista de 221 genes que cumplieran con la condicidn de tener su expresion aumentada en 16
veces respecto del control (LFC > 4) en al menos un tiempo de infeccion (Figura 26). Por otro
lado, como se menciond previamente, consideramos genes no expresados a aquellos cuya

suma de lecturas entre todas las muestras no superara las 100 lecturas.
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Figura 26: Expresion de genes de P. infestans PiINSL19 inducidos in plantadurante lainteraccion
con papa variedad Spunta. Heatmap de 221 genes inducidos en al menos uno de los tiempos
evaluados (LFC>4). Las columnas indican las horas post inoculacién (hpi), yendo de 24 a 72 horas post
infeccion (hpi) y la escala de colores el cambio en la expresion respecto del control.
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Enriquecimiento funcional de genes de PINSL-19 inducidos durante la
colonizacion de papa Spunta

Tras identificar los genes altamente inducidos (LFC>4), realizamos una caracterizacion
funcional utilizando la herramienta g:Profiler y su funcion g:GOst (Figura 27, Tabla 6).
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Figura 27. Enriquecimiento funcional de genes sobre-expresados en PiNSL-19 durante la
infeccion de S. tuberosum var. Spunta. Andlisis realizado con g:Profiler, mostrando los términos mas
enriquecidos en funcién molecular (GO:MF), proceso bioldgico (GO:BP), componente celular (GO:CC)
y rutas metabdlicas (KEGG). La significancia estadistica se expresa como -log10(p-valor ajustado).

ID Fuente térrInDindoeGO Nombre del término Pad]
1  GO:MF GO:0016787 Hidrolase activity 2.42x103
2 | GO:MF | G0:0030414 Peptidase inhibitor activity 4.48x103
3 | GO:MF | G0O:0030599 Pectinesterase activity 8.71x103
4  GO:MF @ GO0:0045330 Aspartyl esterase activity 8.71x103
5 | GO:MF | G0O:0016614 @ Oxidoreductase activity, acting on CH-OH group 3.03x10?
6 | GO:BP | GO0O:0000272 Polysaccharide catabolic process 1.91x10°
7 | GO:BP | GO:0071555 Cell wall organization 5.99x103
8 | GO:BP | G0:0052167 Perturbation of host innate immune response 3.27x1072
9 | GO:.CC GO0:0018995 Host cellular component 2.68x108
10  GO:CC | GO:0005576 Extracellular region 1.08x1032
11 | GO:CC  GO0:0005618 Cell wall 1.94x107?

Tabla 6: Lista de términos GO enriquecidos entre los genes de P. infestans inducidos durante la

infeccién de S. tuberosum var Spunta.
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El andlisis de enriquecimiento reveldé una fuerte induccion de genes asociados a
procesos clave en la interaccion con el hospedador, incluyendo componentes celulares del
hospedante (G0:0018995), perturbacion de su respuesta inmune (GO:0052167) y
localizacién en la regién extracelular (GO:0005576). Ademas, se observaron términos
funcionales relacionados con la modulacion de la inmunidad, como inhibidores de peptidasas
y actividad hidrolasa. Este perfil de enriquecimiento es consistente con las estrategias
conocidas de P. infestans para colonizar a su hospedador. En este contexto, el andlisis
funcional confirma la activacion de mecanismos asociados a la supresion de la defensa de S.
tuberosum y a la adaptacion del patdogeno al ambiente extracelular. A partir de estos
resultados, continuamos el estudio centrdndonos en los genes que codifican proteinas
secretadas, ya que dentro de este grupo se encuentran varias proteinas relevantes para

objetivos de mejoramiento del cultivo.

Expresion diferencial de un conjunto de efectores de relevancia
agrondmica

Uno de los objetivos del grupo de trabajo es implementar resistencia duradera al tizén
tardio a campo. En ese contexto, deseamos en particular explorar en las poblaciones
argentinas de P. infestans aspectos relacionados a efectores que consideramos tienen
relevancia para informar a programas de mejoramiento de papa. Incluimos en esta lista
aquellos efectores reconocidos por proteinas R bien caracterizadas, efectores con capacidad
de modular la respuesta inmune y efectores apoplasticos cuyos blancos en el hospedador son

candidatos para estrategias de edicion génica (tabla 1).

La mayoria de los genes estudiados de esa seleccion mostraron induccion durante la
interaccion con papa Spunta. Excluimos los efectores AVR4, AVRsmira2 y AVamrl7 debido
a que muestran una cobertura muy baja en los datos transcriptomicos tanto en micelio crecido
en placa como en las etapas de infeccion, y AVR1 por ausencia de locus. Los 19 efectores
restantes se pueden catalogar en 3 modos de expresion. El primer grupo lo componen genes
inducidos en todos los tiempos observados, y lo componen los efectores RXLR AVR2,
AVRbIb2, AVR3a, AVR10, AVRamrl6, AVRcaplb, AVRvntl y los inhibidores de la proteasa
C14 EpiC2A y EpiC2B. Un segundo grupo exhibe expresion temprana que decae con el paso
de las horas e incluye a AVRamr4, AVRsmiral, AVRbIbl, AVRamr3 ademés de la proteasa
apoplastica EpiC1. Por ultimo, encontramos un tercer grupo cuyos niveles de expresion no
varian respecto del control y no se encuentran inducidos en Spunta, aunque sostienen
distintos niveles de expresion los efectores AVRamrl, AVRamrl7, PITG_15278 y EPIC3

(Figura 28). Cabe destacar dentro de este grupo que, si bien la induccion de los genes
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AVRamrl y AVRcaplb no es significativa, sus niveles de expresion fueron altos, promediando

un TPM (Transcriptos por millén) de 46,3 y 324,5 respectivamente.
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Figura 28. Expresion temporal de efectores de P. infestans durante la infeccion. Heatmap que
muestra los niveles de expresion de distintos efectores de P. infestans en tres tiempos post-infeccion
(hpi: horas post-inoculacion). La intensidad del color indica el log2 fold change (LFC) de la expresion,
con valores altos en amarillo y bajos en parpura. Ordenar estos genes por clustering jerarquico separa
tres ramas principales, obteniendo genes de altos (barra lateral amarilla), medios (cian) y bajos (violeta)
niveles de induccion in planta.
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Andlisis de polimorfismos en un set de efectores de PINSL-19
reconocidos por proteinas R

La observacién frecuente de polimorfismos en los efectores de Phytophthora
contribuye a la virulencia y a la ruptura de la resistencia. En el marco de la tesis de grado del
ahora Lic. Juan Azcue, exploramos el polimorfismo de secuencias (y la presencia de variantes
alélicas) en una seleccién de efectores de PiINSL-19 que son blanco de reconocimiento por
proteinas R. Para ello, utilizamos un pipeline de llamado de variantes de genes utilizando los
programas bcftools y bedtools (ver Materiales y Métodos) para identificar discrepancias de
amino&cidos en comparacion con el genoma de referencia T30-4, e hicimos un curado manual
de las secuencias mediante la visualizacion en el visualizador de genomas IGV
(Thorvaldsdattir et al., 2012). No detectamos diferencias de secuencia a nivel de aminoécidos
respecto de T30-4 para efectores clave como AVR3a, AVRbIb2, AVRvntl, AVRsmira2 y
AVR10. Nos propusimos hacer un curado manual de las secuencias de los efectores
AVRamrl, AVRamr3 y AVRbIb1. El analisis en su trabajo incluyé la secuenciacion por Sanger
de estos genes para los aislamientos Tafi, Cba2 y Ar20079. Pudimos determinar que las
variantes alélicas presentes en Tafi, Cba2 y Ar20079 son iguales a las observadas en PiNSL-
19. Navegando el genoma con el visor de genoma IGV, discriminamos haplotipos e
investigamos las variantes expresadas. Esto nos permitio filtrar aquellas mutaciones que
implicaran un cambio de aminoacido respecto a T30-4 e inferir el impacto del cambio en
funcién de la escala AMAS (Alignment Matrix-based Amino acid conservation Score), que es
una técnica utilizada para medir la conservacion de aminoacidos en alineamientos mdultiples
de secuencias. Se basa en una matriz de sustitucion y pondera la frecuencia de cada
aminoacido en una posicién dada, considerando su similitud bioquimica con otros residuos

para asignar una puntuacion de conservacion.

AVRamrl present6 5 cambios de amino&cido distribuidos en 2 haplotipos (Figura 29).
Uno de ellos igual al genoma de referencia T30-4 y otro a un haplotipo descripto en el
aislamiento coreano KR_2_A2 (Seo, 2022). En el caso de AVRamr3, encontramos un solo
cambio de aminoécido (Figura 29), e identificamos también 2 haplotipos, uno perteneciente al

genoma de referenciay otro descripto en aislamientos de los genotipos EC1 y KR1 (Lin, 2022).

63



RESULTADOS, CAPITULO II

AVRamr3

o o
1‘
o~ amreAy o

HA M NH; 52077 L109M

Q.

“
O

Escala de valor electroestatico Conservacion
1-6

7-9
- 0

| ] Sin cambios

Figura 29. Anédlisis de variabilidad en los efectores AVRamrly AVRamr3 de P. infestans PiNSL-
19. Representacion estructural de AVRamrl (arriba) y AVRamr3 (abajo), destacando los residuos
polimérficos detectados en PiNSL-19. La escala de colores indica la conservaciéon evolutiva de los
residuos, desde baja (verde) hasta alta (azul oscuro). El mapeo del potencial electrostatico en la
superficie de las proteinas ilustra posibles implicancias funcionales de estas mutaciones en la
interaccion con proteinas de resistencia del hospedador.

En el caso del efector AVRbIb1, identificamos tres haplotipos: i), uno descripto por
Beketova (2014) del cual no hay informacion relacionada a la virulencia ii) uno descripto por
Khavkin (2011) que resulta avirulento ante germoplasma de Solanum sp. que expresa el gen
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Rpi-blb1, y iii) el descripto en el genoma de referencia. Cabe destacar que este gen tiene una
relacién de tasas de sustituciébn no sinénimas (dN) a sinénimas (dS) (dN/dS) mayor a 1,
sugiriendo presion evolutiva sobre este locus. Esta informacion nos llevo a buscar mayores
detalles de las variantes de AVRbIbl expresadas en PiNSL-19. Para ello realizamos un
alineamiento multiple de las secuencias anotadas como AVRbIbl de PINSL-19 con las
variantes candnicas del gen, pudiendo asi identificar los alelos ipi01 (SeqID: DOP3S7.1), ipi02
(SeqlD: AAA21423.1) e ipi03 (SeqID: ACU56985.1) reportados por Chen et al. (2017) (Figura
30). No detectamos la presencia del alelo ipiO4, capaz de quebrar la resistencia mediada por
la proteina Rpi-blbl. Este hallazgo sugiere que la incorporacion del gen Rpi-blb1l en Spunta
(u otras variedades susceptibles) seria una alternativa efectiva para conferir resistencia al
tizon tardio ocasionado por el aislamiento PINSL-19 (Figura 31).

Tree scale: 0.1

Figura 30. Relacion filogenética de las variantes de AVRbIb1 en P. infestans PiNSL-19. Arbol
filogenético construido mediante el método Maximum Likelyhood, comparando las variantes de
AVRDbIbl detectadas en PINSL-19 con las variantes canénicas previamente descritas (ipiO1-ipiO11).
PiNSL1, 2y 3 (verde) son las variantes alélicas de AVRbIb1 detectadas en este aislamiento. Se destaca
en lila ipiO4 (variante virulenta). El largo de las ramas indica la distancia evolutiva estimada en términos
de sustituciones por sitio en la secuencia proteica.
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Figura 31. Variantes de AVRblb1y su conservacion evolutiva. Estructura tridimensional del efector
AVRbIb1l de Phytophthora infestans, con las posiciones de aminoacidos variables resaltadas. Cada
mutacion esté etiquetada junto con su sustitucion correspondiente, y su grado de conservacion se indica
mediante un cddigo de colores: cian (baja conservacién, 1-6), amarillo (moderada, 7-9) y verde (alta,
10 o més). La superficie de la proteina esta coloreada segun su potencial electrostatico, Adaptado de
Juan Azcue.

Familias de efectores AVRb(b2 y AVR2: analisis de perfiles de
expresion en PINSL-19 durante la infeccion en Spunta

Evaluamos la expresion de los 7 paralogos identificados dentro de la familia AVRblb2
para los cuales el reconocimiento mediado por Rpi-blb2 est4 descripto. Se detectd la
expresion inducida in planta de los pardlogos PITG_04085, PITG_04086, PITG_04090 y
PITG_20300, presentando todos ellos patrones de expresion similares entre si (Figura 32).
En esta tesis adoptamos PITG_20300 como paralogo representativo de este subgrupo, ya

que esta variante suele ser mencionada como AVRbIb2 en la literatura.

Ademas, encontramos inducidos otros dos genes dentro de esta familia, PITG_18670

y PITG_18675 (no incluidos entre los 7 paralogos mencionados previamente), que presentan
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patrones de expresion similares entre si pero distintos a los observados para los paralogos
representados por PITG_20300.
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Figura 32. Expresion diferencial de los paralogos de AVRbIb2 en PiNSL-19 durante la infeccion.
Volcano plot que muestra la expresion diferencial de los genes de la familia AVRbIb2 en PiNSL-19 en
distintos tiempos post-inoculacién (hpi) en S. tuberosum var. Spunta. El eje x representa el log2 Fold
Change (LFC) y el eje y el -log10 del valor de p. Cada forma representa un gen y el color su nivel de
expresion en diferentes tiempos post-inoculacién (24 hpi, 48 hpi y 72 hpi). La linea discontinua
horizontal indica el umbral de significancia estadistica, mientras que la linea vertical marca un punto de
referencia en el LFC.

En la Figura 33 se muestra un alineamiento de las secuencias aminoacidicas
correspondientes a la region C-terminal (efector maduro, posterior al motivo RxLR) de los 6
miembros de la familia expresados in planta durante la interaccion PiINSL-19/Spunta. Se
observa que, si bien PITG_18670y PITG_ 18675 fueron detectados in planta, su secuencia es
divergente respecto a los 4 paralogos. Se desconoce hasta el momento qué impacto tienen
en la interaccion P. infestans-hospedante estas diferencias tanto en perfiles de expresion
como a nivel de la secuencia aminoacidica, entre los distintos miembros de la misma familia.
Por otro lado, ninguno de estos efectores presenta una fenilalanina en la posicion 69, una
sustitucién que ha sido descrita como esencial para evadir el reconocimiento por Rpi-blb2 (Oh
et al., 2009).

Dentro de la familia de AVRZ2, identificamos la expresion de los dos efectores
canonicos de esta familia (PITG_08943 y PITG_22870), los cuales han sido previamente
reportados como reconocidos por R2. Ambos muestran niveles de expresion muy similares

en todos los tiempos medidos, presentando perfiles casi indistinguibles (Figura 34).
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PITG_18685  Presente  VAGQEVARGDRGEE- - - | VRVIIVRSTNK | FKRPAEKDMSKL | AAAK | AMLEK LSFVGKEA
PITG_04090  Presente | EAQEVIQSGRGDCYCCFWKNVWARSTNK I VERPD | K- | SKL | AAAKKAKA - - S-------
PITG_20300  Presente | EAQEV IQSCGRGDCYGCFWKNVARSTNK | VERPD | K- | GKL | EAAKKAKA - - S-------
PITG_04085  Presente  VEAQEVIQSGRGDGYGCFWKN I|I PSTNK I - | SKL | EAAKKAKK - - S-------
PITG_04086  Presente  VEAQEVIQSGRGDCYCGFWKN I|I PSTNKI - | SKL | EAAKKAKK - - S-------
PITG_20303  Ausente  VEAQEVIQSGRGDCYGCFWKNVEPSTNKI - | SKLIAAAKKAKA - - S---u-n--
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Figura 33. Alineamiento de secuencias de los paralogos de AVRbIb2 en PiNSL-19. Alineamiento
de la regidon madura (posterior al motivo RXLR) de los paralogos de AVRbIb2 identificados en el
transcriptoma de P. infestans PINSL-19. Se muestran los genes detectados en este aislamiento junto
con la variante PITG_20303, la cual estd ausente en PiINSL-19 (marcada en rojo). El aminoacido
recuadrado en rojo es la posicion clave donde una fenilalanina determina el quiebre de la resistencia
mediada por Rpi-blb2.
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PITG_12706 GFFGRLREVVKERLNASKGAGKTTTQKTKEQTHTDFVDNLRKNNYEELL - - - -KRG- -
PITG_15454 GFFGRLREVVKRLNASKGAGKTTTQKTKEQTHTDFVDNLRKNNYEELL - - - -KRG- -

Figura 34. Expresion diferencial y alineamiento de secuencias de los paralogos de AVR2 en
PiNSL-19. (Arriba) Volcano plot mostrando la expresion diferencial de los genes de la familia AVR2 en
PINSL-19 a 24, 48 y 72 horas post-inoculacién (hpi) en Solanum tuberosum var. Spunta. El eje x
representa el log2 Fold Change (LFC), mientras que el eje y indica el -log10 del valor de p. La forma de
los puntos representa a cada gen expresado y el color diferencia los distintos tiempos de infeccion.
(Abajo) Alineamiento de la region madura de los genes de la familia AVR2 expresados en PiNSL-19.
La barra superior indica la posicién relativa de los residuos dentro de la secuencia proteica.
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Ademds, detectamos la expresion in planta de otros dos efectores de esta familia
(PITG_12706 y PITG_15454), cuyas secuencias aminoacidicas divergen significativa
respecto a PITG_08943 y PITG_22870. No se conoce a la fecha si estos efectores pueden
ser reconocidos por R2, o si presentan funciones conservadas respecto a las ya descriptas

para los efectores canonicos AVR2.

Validacion de datos de expresion génica obtenidos por RNA-Seq
mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR)

Con el objetivo de validar los resultados observados en el experimento de RNA-seq,
seleccionamos un panel de genes representativos de P. infestans para estudiar el perfil de
expresion in planta a lo largo de la infeccion mediante RT-gPCR. Para esto, disefiamos
primers para amplificar los transcriptos correspondientes a los genes AVR2, AVR3a, AVRbIbl,
PITG_04339 y PITG_09173. A su vez, diseflamos primers para amplificar el transcripto
correspondiente al factor de elongacién 2B, utilizado como gen housekeeping. Los
experimentos de RT-gPCR se realizaron por triplicado, calculando el LFC para cada gen 'y
cada tiempo evaluado. La comparacién de los valores de LFC entre ambas metodologias
mostré una fuerte correlacién positiva entre los datos del andlisis transcriptomico y los
resultados de los ensayos de RT-qPCR. (R?= 0.93) (Figura 35).
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Figura 35 Regresion entre datos de expresion diferencial por RNA-seq (eje X) y RT-qPCR (eje y).
El color representa el gen observado y la forma el tiempo en el que fue tomado la medicién. Para la
RT-qPCR, se utiliz6 como gen housekeeping el factor de elongacion 2a.
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|dentificacion de novo de efectores en el transcriptoma de PINSL-19

Con el objetivo de identificar efectores tipo RXLR novedosos en PiNSL-19 respecto al
genoma de referencia T30-4, seleccionamos las lecturas que no habian mapeado del
transcriptoma de PINSL-19 y las ensamblamos en contigs utilizando la herramienta de
ensamblado RNA-SPADES. Posteriormente, exploramos los contigs ensamblados buscando
marcos de lectura abiertos (utilizando el software transdecoder). Este andlisis produjo una
coleccion de 319 ARNSs codificantes potenciales. Un escrutinio adicional de estos transcriptos
implico la prediccion de sefiales de secrecion utilizando la herramienta signal-P, revelando 39
polipéptidos con péptidos sefial predichos. Posteriormente, sometimos a este subconjunto de
polipéptidos a un escrutinio adicional dirigido a identificar el motivo RXLR, situado entre las
posiciones de aminoacidos 30 a 60, luego del sitio de procesamiento del péptido sefial (Zhang
et al., 2020) (Figura 36).
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Figura 36. Prediccion de efectores de novo en PiNSL-19. Diagrama de flujo del pipeline utilizado
para la identificacion de efectores en P. infestans PINSL-19. Se parte de datos de secuenciacion
(FASTQ) del aislamiento y el genoma de referencia T30-4. Se alinean las lecturas con Hisat2 y las no
alineadas se extraen con SamTools. Luego, se realiza el ensamblado de transcritos con RNA-Spades
y la prediccién de marcos de lectura abiertos (ORFs) con Transdecoder. Los genes con sefales de
secrecion se identifican con Signal-P y la deteccion de efectores tipo RXLR se realiza mediante Regex.
Finalmente, se comparan las secuencias obtenidas con bases de datos de homologia de secuencia
(NCBI) y estructura (FoldSeek) para la identificacion de efectores putativos.
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Este andlisis resultd en cinco genes que codifican efectores tipo RxLRpresentes en
PINSL-19 y ausentes en T30-4. Mediante busqueda en bases de datos identificamos para dos
de estos candidatos 100% de homologia de secuencia con efectores ya reportados en
aislamientos de P. infestans coreanos y que definiremos como RXLR1 y RxLR2 (Lee et al.,
2020), mientras que los tres restantes (definidos RXLR3 a 5) se alinearon con otros efectores
RxLR dentro del género Phytophthora, mostrando similitudes de secuencia que varian del
60% al 70%.

Dada la limitada informacion obtenida de bases de datos de secuencias para estos
efectores ensamblados, utilizamos FoldSeek (Van Kenpen et al., 2024) para modelar y alinear
sus estructuras proteicas predichas, con el objetivo de inferir posibles funciones o anotaciones
mediante alineamiento estructural. Con este enfoque, identificamos la siguiente informacién

para estos transcriptos:

e RxLR1: En bases de datos de secuencias de NCBI se identifica este efector con 100%
de homologia respecto de la secuencia KAF4041695 caracterizada como “RxLR
containing protein”. El alineamiento estructural muestra una conservacion en la
estructura muy consistente (TM-Score = 0.87015) con el efector de Phytophthora
palmivora PHPALM_37873. No existen mayores descripciones de este efector (Figura
38).

e RxLR2: polipéptido alineado con 100% homologia de secuencia con KAF4040466, un
efector de P. infestans descripto en el mismo data set que RXLR1 y caracterizado como
“‘RxLR protein containing WY”. En bases de datos de estructuras este efector es
particularmente interesante dado que guarda homologia estructural considerable (TM-
score 0,66882) con Pex-RD18, efector de P. infestans. Casi la totalidad de la secuencia
de RxLR2 corresponde estructuralmente con aquella comprendida entre los
aminoacidos 293 a 348 de Pex-RD18, cubriendo estas posiciones aquellas que

corresponden al dominio WY5 y WY6 de este efector (Figura 37).
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Figura 37. Homologia estructural de RxLR2 con dominios WY del efector Pex-RD18.
Superposicién estructural entre el efector RXLR2 (azul) de PINSL-19 y el efector Pex-RD18 de P.
infestans (amarillo), mostrando la similitud en su arquitectura proteica. El valor de TM-Score (0.66882)
indica una homologia estructural significativa, sugiriendo posibles similitudes funcionales entre ambas
proteinas. En la parte inferior, se representa el esquema de Pex-RD18 con la localizaciéon de los
dominios WY5 y WY6.

e RxXLR3: Esta proteina putativa conserva un 66.3% de homologia de secuencia

aminoaciidica con PITG_22798. La descripcién de este efector (Wang et al., 2017)

sugiere que esta relacionado a la induccién de necrosis y que tiene una sefial de

localizacién nuclear en una regién con la que comparte homologia estructural con
RxLRS3. (Figura 41)

e RxLR4 y 5: No logramos obtener informacion confiable del alineamiento estructural

(TM-score< 0,3) ni homologia de secuencia en ninguna de las bases de datos

utilizadas.
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RxLR1

TM-Score: ©.87015 TM-Score: 0.73293
RMSD: 2.68 RMSD: 12.64
Figura 38. alineamiento estructural de los efectores RxLR1 y RxLR3 de PiNSL-19.
Superposicion de las estructuras predichas de los efectores RXLR1 y RxLR3 (azul) con sus proteinas
homoélogas (amarillo). (Izquierda) RXLR1 muestra una alta similitud estructural (TM-Score = 0.87015,
RMSD = 2.68) con un efector de Phytophthora palmivora (PHPALM_37873), aunque su funcién sigue
sin caracterizarse. (Derecha) RXLR3 presenta un menor grado de conservacion estructural (TM-Score
=0.73293, RMSD = 12.64) con PITG_22798, un efector asociado a la induccién de necrosis y con una
posible sefal de localizacion nuclear (Wang et al., 2017).
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Capitulo lll:
Evaluacion de la agresividad de aislamientos de
P. infestans en variedades comerciales de papay lineas

Transgénicas de Nicotiana benthamiana
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Respuesta de las variedades de papa Spunta, Kennebec e Innovator a
aislamientos argentinos de P. infestans.

Agresividad medida a través del area de lesion
Como se mencionara anteriormente, el mercado Argentino de papa fresca esta

dominado por la variedad Spunta, siendo otras variedades de relevancia comercial Innovator
y Kennebec. Con el objetivo de evaluar el comportamiento de estras tres variedades frente a
aislamientos argentinos de P. infestans, realizamos ensayos de infeccidén en hoja desprendida
utilizando los aislamientos PiINSL-19, Tafi, Cba2 y Ar20079, obtenidos de 4 de las principales
regiones productivas de papa del pais (Figura 39). Para ello inoculamos hojas desprendidas
de plantas crecidas 5 semanas en condiciones de invernadero, y las inoculamos con 10ul de
suspensiones de zoosporas (20000/ 30000 zoosporas/ml). Fotografiamos las hojas 5 dias
post inoculacién en camaras agar-agua, Las imagenes se analizaron con el paquete de R

“pliman” para obtener el porcentaje de hoja lesionada.

@. - IR

Figura 39: Ubicacién geografica de los aislamientos de Phytophthora infestans en Argentina.
Mapa de Argentina indicando la procedencia de los aislamientos utilizados en los ensayos: Tafi (Tafi
del Valle, Tucuman), Cba2 (Montecristo, Cordoba), PINSL (Candelaria, San Luis) y Ar20079 (Balcarce,
Buenos Aires). Las localidades representadas corresponden a diferentes regiones productivas del pais.

No observamos diferencias en el fenotipo de infeccién (area lesionada y aspecto de la
lesién) en las variedades Spunta y Kennebec, para ninguno de los aislamientos evaluados,
resultando todas las interacciones compatibles (Figura 40). Sorpresivamente, si encontramos
diferencias en la respuesta de la variedad Innovator frente a los distintos aislamientos de P.
infestans. Pudimos observar que la interaccion resulté incompatible con los aislamientos
PINSL-19 y CbhaZ2, y compatible con los aislamientos Tafi y Ar20079 (Figura 40 y 41).
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Figura 40: Evaluacién de la susceptibilidad de variedades comerciales de papa frente a
aislamientos argentinos de P. infestans. Boxplots que representan el porcentaje de tejido lesionado
en ensayos de infeccién en hoja desprendida de las variedades de papa Spunta, Kennebec e Innovator
frente a los aislamientos PiINSL-19, Ar20079, Cbha2 y Tafi.
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Figura 41: Esquemade lainoculacion de hojas de S. tuberosum variedades Innovator y Spunta
con los aislamientos Ar20079 y PiNSL-19.Las hojas fueron inoculadas con gotas de 10 pL de una
suspension de zoosporas en la cara abaxial. A la izquierda de la nervadura central se inoculé PiNSL-
19y a la derecha Ar20079. Las fotos fueron tomadas 5 dpi.
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Agresividad medida por produccion de esporangios

Para evaluar otro aspecto de la virulencia en los aislamientos que mostraron una
respuesta diferencial frente a Innovator (PINSL-19 y Ar20079), realizamos ensayos de
inoculacion en discos de hoja de 10 mm de didmetro para cuantificar la produccion de
esporangios de estos aislamientos en las variedades Spunta e Innovator. Realizamos los
ensayos en placas de 24 pocillos conteniendo agar-agua incluyendo 12 discos de cada
variedad por placa. 6 discos de cada variedad se inocularon con Ar20079 y 6 con PiINSL-19
(Figura 42). Al cabo de 48, 60, 72, 84 y 96 horas post inoculacion, contabilizamos la cantidad
de esporangios producidos por disco de hoja en camara de Neubauer.

Spunta Innovator

PiNSL-19 =

|

Ar20079 ==

Figura 42: Disefio experimental para la cuantificacion de esporulacion de P. infestans en
variedades de papa. Placa de 24 pocillos utilizada en los ensayos de agresividad, evaluando la
produccion de esporangios en discos foliares de las variedades Spunta e Innovator tras la inoculacién
con los aislamientos PiNSL-19 y Ar20079. Se destinaron tres columnas para cada variedad y dos filas
para cada aislamiento, obteniendo un total de seis réplicas por condicién en cada placa.

Como observamos con el &rea de lesion, la produccion de esporangios de PiNSL-19
en Innovator se vio fuertemente reducida, mientras que Ar20079 mostrd una mayor capacidad
de esporulacion en esta variedad, confirmando su virulencia. En contraste, en la variedad
Spunta, Ar20079 comenzo a esporular mas rapido que PiNSL-19, observandose diferencias
significativas entre ambos aislamientos a las 60 hpi, esta deteccién de esporulacibn mas
temprana podria tener impacto en la agresividad diferencial entre estos aislamientos, ya que
implica que tras 60 horas Ar20079 ya podria estar produciendo in6culo mientras que en PINSL
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no se observa hasta las 72 horas. Sin embargo, tras este tiempo, no se detectaron diferencias

significativas en la produccién de esporangios entre los aislamientos en Spunta. (figura 43).

El analisis de infeccion en variedades comerciales de papa mostré que Spunta y
Kennebec son susceptibles a todos los aislamientos evaluados, mientras que Innovator
presentd una respuesta diferencial segun el aislamiento, mostrando resistencia a PINSL-19 y
Cba2, pero susceptibilidad a Ar20079 y Tafi. Este hallazgo sugiere la presencia de factores
genéticos en Innovator que podrian conferir resistencia especifica frente a ciertos
aislamientos, lo que abre nuevas lineas de investigacion para caracterizar los mecanismos
involucrados. En conjunto, estos resultados contribuyen a la seleccion de genes de resistencia
y variedades con potencial para la mejora genética de la papa en Argentina, reforzando la
importancia de estudios poblacionales y funcionales de P. infestans en contextos locales.
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Figura 43: Cuantificacion de esporulacién de Phytophthora infestans en variedades de papa a
lo largo del tiempo. Boxplots que representan el conteo de esporangios por disco de hoja en las
variedades Innovator y Spunta a diferentes horas post infeccion (hpi) con los aislamientos Ar20079 y
PINSL-19. Cada punto representa una réplica individual, mientras que los colores indican el aislamiento
inoculado.

Respuesta de plantas transgénicas de N. benthamiana expresando
genes R a aislamientos argentinos de P. infestans.

La incorporacion de genes R en variadades de interés comercial es una aproximacion
interesante para el control del tizén tardio. En colaboracion con el Lic. Juan Azcue, nos
propusimos evaluar, como parte de su trabajo de Tesis de Licenciatura, el potencial de los

receptores inmunes R1, R3a, Rpi-blb2, Rpi-amrl y Rpi-amr3 para conferir resistencia frente a
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aislamientos argentinos de P. infestans identificados durante este Trabajo del Tesis Doctoral.
Utilizamos lineas transgénicas de N. benthamiana que expresan alguno de estos receptores,
ademas de una linea control transformada genéticamente con el vector vacio (EV). Estas
lineas fueron gentilmente cedidas por los Prof. Jonathan Jones y Sophien Kamoun (TSL,
Norwich, Reino Unido). Inoculamos hojas desprendidas de cada linea transgénica, con 4
aislamientos de P. infestans representativos de las diferentes regiones productivas (Figura
44).

Las infecciones se hicieron inoculando dos gotas de 10ul de suspensiones de
zoosporas (50000 zoosporas/microlitro) por hoja, y las hojas se incubaron en placas altas de
agar-agua, para ser fotografiadas 6 dias post inoculacion (Figura 45). Las imagenes se

analizaron con el paquete de R “pliman” para obtener el porcentaje de hoja lesionada.

Rpi-blb2 Rpi-amrl Rpi-amr3

Figura 44: Lineas transgénicas de N. benthamiana infectadas con PiNSL-19. Hojas de lineas
transgénicas de N. benthamiana infectadas con PiINSL-19, a los 6 dpi. Se indica arriba de cada hoja el
gen R incorporado en cada linea transgénica. Arriba, fotografia bajo luz UV (365 nm). Abajo, las mismas
hojas fotografiadas con luz blanca.

En la figura 48 se muestran los resultados de estos experimentos de infeccion
mediante la representacion en box plots de la variable respuesta (% de infeccion) en funcion
de las lineas de N. benthamiana. Las lineas que expresan los genes de resistencia Rpi-blb2,
Rpi-amrl y Rpi-amr3 presentaron un menor porcentaje de area lesionada para todos los
aislamientos testeados, respecto de las plantas EV. En cambio, las plantas que expresan R1

0 R3a fueron indistinguibles del control.
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Figura 45: Evaluacién de la resistencia de N. benthamiana transgénicas frente a aislamientos
argentinos de P. infestans. Boxplots que representan el porcentaje de hoja lesionada en lineas
transgénicas de N. benthamiana expresando diferentes genes de resistencia (Rpi-R1, Rpi-R3a, Rpi-
amrl, Rpi-amr3, Rpi-blb2) y en un control transformado con vector vacio (EV). Se muestran los
resultados obtenidos para los aislamientos Ar20079, Cba2, PINSL-19 y Tafi.

Si bien los aislamientos argentinos, como definimos previamente, son distintos representantes
de un linaje clonal prevalente en la regién, observamos diferencias de medias entre
aislamientos, estableciéndose dos grupos. PINSL-19 y Cbha2 muestran una media mas alta de
% de hoja lesionada en las lineas de N. benthamiana (Figura 46, arriba). Aunque no hemos
logrado establecer diferencias en los aislamientos respecto de las lineas en particular (Figura
46, abajo). El crecimiento del patdégeno en todos los casos se vio limitado por la incorporacién

de los receptores inmunes Rpi-blb2, Rpi-amrl y Rpi-amr3.
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Figura 46 Andlisis de diferencias de medias en laresistencia de N. benthamianay la agresividad
de aislamientos de P. infestans. (arriba) Diferencia de medias con intervalos de confianza del 95%
en la respuesta de las distintas lineas transgénicas de N. benthamiana frente a los aislamientos PiNSL-
19, Cba2, Ar20079 y Tafi. Se observa que las lineas que expresan Rpi-blb2, Rpi-amrl y Rpi-amr3
presentan una reduccion significativa en el porcentaje de hoja lesionada en comparacion con el control
(EV). (abajo) Diferencia de medias con intervalos de confianza del 95% en la agresividad de los distintos
aislamientos de P. infestans. Se establecen diferencias significativas entre aislamientos, agrupandose
en dos niveles de agresividad. Las comparaciones por pares fueron realizadas mediante pruebas post
hoc de Tukey.
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También analizamos los niveles de expresién de los efectores reconocidos por los
receptores inmunes evaluados en este estudio. Encontramos que todos los efectores, excepto
AVR1, se expresan durante la infecciébn en plantas de Spunta (Figura 47). En particular,
AVR3a se expresa en su variante EM, lo que le permite a P. infestans evadir la resistencia
mediada por R3a. Los demas efectores mostraron perfiles de expresioén disimiles entre si,
pero todos fueron detectados in planta, sugiriendo que podrian ser reconocidos por los
receptores correspondientes. Es importante destacar que estos datos provienen de un analisis
de RNA-seq realizado en Spunta y no en las lineas transgénicas de N. benthamiana, por lo
gue seria necesario continuar estos estudios en las plantas utilizadas en los ensayos de

infeccion.
10 —e
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Figura 47 Expresion diferencial de efectores de PiNSL-19 durante la infeccién de Spunta.
Expresion de los genes AVR-amrl, AVR-amr3, AVR-blb2 y AVR3a en el aislamiento PINSL-19, medida
mediante RNA-seq a las 24, 48 y 72 horas post infeccion en plantas de papa Spunta. El eje Y representa
el cambio en la expresion en log, fold change, mientras que el eje X indica el tiempo post infeccién en
horas. Cada linea de color corresponde a un efector especifico, segun la leyenda situada en la parte
superior derecha de la figura.
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En Argentina, donde al menos el 80 % de la superficie cultivada con papa esta
compuesta por variedades susceptibles al tizén tardio, es crucial comprender la dindmica y
las particularidades de la poblacion de P. infestans en cada regidon productiva. Este
conocimiento es clave para un manejo eficaz de la enfermedad e imprescindible para orientar
programas de mejoramiento que promuevan estrategias de resistencia duraderas y

sostenibles.

En esta Tesis Doctoral, estudiamos la diversidad poblacional de P. infestans en
Argentina y, por primera vez en el pais, caracterizamos a nivel gendmico y a nivel de
transcriptoma, un representante de su linaje prevalente. Ademas, profundizamos en el analisis
de un repertorio de proteinas secretadas durante la interaccion con la variedad Spunta,
consideradas clave para el desarrollo de estrategias de mejoramiento del cultivo.

Los estudios sobre las poblaciones de P. infestans en Sudamérica han revelado un
aumento desde 2007 hasta la fecha en la prevalencia del linaje EU_2_A1, al que corresponden
todos los aislamientos muestreados en Argentina para este trabajo (Lucca & Huarte, 2011;
esta Tesis). Si bien el tamafio poblacional analizado en este estudio es limitado y no permite
descartar la presencia de otros linajes en competencia, es destacable que EU_2 Al tenga
una prevalencia suficiente como para haber sido el Unico detectado en distintas regiones del
pais. La vigilancia del patbgeno mediante muestreos en los focos de infeccién a lo largo de
diferentes campafias es fundamental para un adecuado seguimiento de las poblaciones de P.
infestans, asi como para registrar eventos de migracion y el desplazamiento de linajes

prevalentes.

A pesar de su origen europeo, el linaje EU_2 Al fue desplazado de Europa hace
décadas, lo que sugiere que su distribucién global esta influenciada por factores ecolégicos y
evolutivos complejos. Su persistencia en otras regiones, como Sudamérica, podria estar
relacionada con diferencias en las condiciones ambientales, la presion de seleccién ejercida
por el manejo del cultivo o la ausencia de competencia con otros linajes mas agresivos.
Ademas, los flujos migratorios impulsados por el comercio han sido un factor clave en la
dispersién de P. infestans, facilitando la introduccién y el establecimiento de linajes en nuevas
regiones (Fry et al.,2015; Guha Roy et al., 2021; Du et al., 2018; Njoroge et al., 2019).

El genotipo EU_2_ Al esta actualmente presente en Uganda, Tanzania, Kenia,
Ruanda, Burundi (Ghislain et al., 2018; Njoroge et al., 2019), Rusia (Sokolova et al., 2015),
Brasil, Chile (M.F. Lucca, comunicacion personal), Indonesia (Dangi et al., 2021), Argelia
(Saville et al., 2021), y Argentina (Lucca & Huarte, 2011, esta Tesis).

En Argentina, el avance de EU_2_A1l se detectd por primera vez en 2010 (Lucca &

Huarte, 2011). Previo a esto hay un registro de Forbes y col., (1998) donde identifican cinco
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linajes argentinos con el tipo de apareamiento A2. Si bien puede haber aparecido
reproduccion sexual tras el ingreso de EU_2_ A1, no obtuvimos datos que sugieran esto. Los
aislamientos analizados muestran evidencias de clonalidad entre ellos y PINSL-19 presenta

un genoma triploide, ambos indicativos de reproduccion asexual (Knaus et al., 2020).

4

¥ oo ag

. Prevalencia elevada de EU_2_A1

Reportado, baja prevalencia

Figura 48. Distribucién geogréafica del GLM EU_2_A1 de P. infestans reportados en diferentes
regiones del mundo. Mapa global que muestra la presencia del GLM EU_2_Al de P. infestans. Los
paises resaltados en morado representan regiones donde se ha identificado en los Ultimos 10 afios la
presencia de este GLM en una proporcion significativa de la poblacidon, mientras que los paises en
amarillo indican otras areas donde se ha reportado el GLM, pero s6lo ocasionalmente. Fuente:
Euroblight y revisién bibliografica. Creado con Datawrapper.

Todos los aislamientos analizados pertenecen a un mismo linaje clonal y, en
comparacion con muestras europeas del mismo GML, las muestras argentinas forman un
cluster diferenciado dentro de este grupo. Estos resultados sugieren que la poblacion de P.
infestans en Argentina sigue un modelo de estructura simple, dominado por el GML EU_2_A1,

similar a lo observado en otras regiones del mundo.

Nuestra investigacion aporta informacién fundamental sobre el linaje EU_2_Al de P.
infestans, dominante en la produccion de papa no solo en Argentina, sino también en otros
paises de Sudamérica y el mundo. Segun la bibliografia disponible, este trabajo constituye el

primer estudio a nivel de transcriptoma y genoma completo de este linaje a nivel global.
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Si bien la expansion clonal del GML EU_2 Al explica la estructura actual de la
poblacion de P. infestans en Argentina, la deteccion de lesiones significativamente mas
grandes en las lineas transgénicas de N. benthamiana de los aislamientos PINSL-19 y Cha2
respecto de los aislamientos Ar20079 y Tafi (Figura 46), junto con la capacidad de estos
ultimos de infectar plantas de S. tuberosum var Innovator, indica la aparicion de al menos dos
ecotipos presentes en esta coleccién de aislamientos. Estas diferencias no las pudimos
visualizar a partir de nuestro set de SNPs obtenidos por secuenciacion de amplicones, por lo
que es probable que necesitemos recurrir a metodologias con mayor resolucién para

establecer diferencias entre aislamientos tan similares.

En la variedad Innovator, la respuesta diferencial frente a los aislamientos de P.
infestans evaluados es de tipo cualitativo. No se trata de que algunos aislamientos infecten
mAas que otros, sino que, en el caso de PINSL-19 y Cba2, se desencadena una respuesta
hipersensible que limita el crecimiento del patégeno. Esta observacion podria estar
relacionada con polimorfismos en los efectores reconocidos por los genes R presentes en
esta variedad de papa, ya sea a nivel de presencia/ausencia, variantes alélicas o regulaciéon
epigenética. Innovator expresa los genes R1, R3by R2-like (Armstrong et al., 2018), los cuales

pueden reconocer los efectores correspondientes de P. infestans.

El gen R1 de Solanum demissum fue introgresado en numerosas variedades
modernas de papa, incluidas Spunta, Kennebec, Innovator y Atlantic (Armstrong et al.,2018;

Coomber et al., 2024; https://www.europotato.org/characters). Sin embargo, la pérdida del gen

AVR1, documentada en diversos aislamientos de P. infestans (Coomber et al., 2024), ha
limitado la efectividad de R1 en el control del tizon tardio. En este trabajo de tesis
demostramos que AVR1 estd ausente en PINSL-19 y, probablemente, en los otros tres
aislamientos analizados, ya que todos ellos mostraron una interaccién compatible con plantas
transgénicas de N. benthamiana que expresan R1. Por lo tanto, la susceptibilidad de Spunta
y Kennebec al tizén tardio podria explicarse por la ausencia de AVR1, dado que R1 es el Unico
gen R especifico para P. infestans expresado en estas variedades (Armstrong et al.,2018).

En PINSL-19, no detectamos expresion del gen AVR3b en los ensayos de RNA-seq.
Sin embargo, el andlisis genémico revel6 la presencia del locus correspondiente en su
genoma, con una de las dos variantes descritas hasta el momento para este gen (Gu et al.,
2023). Identificamos tres mutaciones en homocigosis ubicadas a 24, 271y 587 pares de bases
rio arriba del codon de inicio de AVR3b, las cuales podrian estar relacionadas con su

silenciamiento transcripcional (Figura Suplementaria 1).

De los genes R presentes en la variedad Innovator que reconocen efectores de P.

infestans, descartamos R1 y R3b como responsables del fenotipo de resistencia observado
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frente a PINSL-19. Respecto a R2-like, pudimaos observar en PINSL-19 la expresion del efector
AVR2, altamente inducida a 24, 48 y 72 horas post inoculacién en Spunta (Figura 28). Este
efector, cuyo gen presenta dos copias cercanas en el genoma (PITG_22870 y PITG_08943),
desencadena una respuesta hipersensible frente a R2-like (Yang et al., 2020). En cambio
PITG_08949, cuya secuencia es similar a la de AVR2, presenta un fenotipo virulento frente a
plantas que expresan R2-like (Gilroy et al., 2011). A su vez, se han identificado variantes de
AVR2 que logran escapar del reconocimiento de R2-like a través del desordenamiento de la
proteina (Yang et al., 2020). Es probable que la diferencia entre los aislamientos de P.
infestans argentinos en la virulencia frente a la variedad Innovator resida en polimorfismos en
estos locus. La secuenciacion de los genes PITG_22870, PITG_08943 y PITG_08949 en
Cba2, Tafi y Ar20079 podria ayudarnos a elucidar si la diferencia en la virulencia es
consecuencia de polimorfismos asociados a estos loci. Serd ademas interesante realizar

experimentos de RNA-seq comparativos entre Spunta e Innovator con el aislamiento Ar20079.

El hecho de que Spunta, la variedad de papa mas importante para consumo fresco en
Argentina, presente su Unica resistencia al tizén tardio “quebrada” por todos los aislamientos
probados, y que Innovator, una de las principales variedades utilizadas en la industria de papa
procesada, tenga dos de sus tres genes de resistencia superados y un tercero frente al cual
ya existen aislamientos capaces de evadir la respuesta inmune, evidencia la fuerte

dependencia de los agricultores en el uso de fungicidas para el control del tizon tardio.

Surge de lo expuesto cuan fundamental resulta durante la basqueda de soluciones a
campo, relevar rutinariamente la variabilidad de la poblaciéon de patégenos. A partir de los
datos obtenidos del genoma y transcriptoma in planta en el marco de esta Tesis Doctoral, hos
enfocamos en caracterizar el repertorio de efectores secretados durante la interaccién con la
variedad de papa Spunta. Este andlisis es clave para identificar receptores inmunes
potencialmente efectivos contra los aislamientos locales de P. infestans. Ademas, el estudio
del ‘efectoroma’ proporciona informacién relevante para guiar otras estrategias de resistencia
que, si bien no fueron abordadas en esta Tesis, estan en evaluacion para el control del tizon
tardio. Entre ellas, se destacan la seleccion de blancos del patégeno para estrategias basadas
en silenciamiento génico, como HIGS (host-induced gene silencing) y SIGS (spray-induced
gene silencing) (Rodriguez Melo et al., 2023; Hou & Ma, 2020), asi como la identificacion de
genes de susceptibilidad (S) (Fabro, 2022), frecuentemente objetivos de efectores, cuya
modificacion mediante edicion génica podria contribuir al desarrollo de cultivos mas

resistentes.

La expresion in planta de los efectores secretados por PINSL-19 durante la interaccion
con Spunta permitié identificar genes R con potencial para un control efectivo del tizén tardio

de la papa en las principales zonas productoras del pais. En este sentido, las plantas
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transgénicas de N. benthamiana que expresaban de manera independiente los genes Rpi-
blb2, Rpi-amrl o Rpi-amr3 mostraron resistencia en ensayos de inoculacion con los
aislamientos argentinos PiNSL-19, Cba2, Ar20079 y Tafi.

Nuestros resultados muestran que en PiNSL-19 la expresion de los efectores de la
familia de AVRDbIb2 esta restringida a un subconjunto de los genes reportados en esta familia,
con patrones de expresion muy similares entre ellos durante la infeccion en planta.
Detectamos la induccién de cuatro pardlogos previamente descritos como reconocidos por
Rpi-blb2 (PITG_04085, PITG_04086, PITG_04090 y PITG_20300). Ademas, se analizo la
expresion de otros dos miembros de la familia (PITG_18670 y PITG_18675), que también se
encontraron inducidos con un perfil distinto que PITG_04085, PITG_04086, PITG_04090 y
PITG_20300 pero consistente entre ellos dos. Estos dos genes codifican secuencias idénticas
en la proteina madura. Esta secuencia presenta una mayor divergencia en su secuencia
aminoacidica de la proteina madura respecto de los 4 paralogos, lo que sugiere que
PITG_18670 y PITG_18675 podrian cumplir funciones distintas en la infeccion. No se ha
determinado en esta tesis u otros trabajos si PITG_18675 o PITG_18670 podrian ser
reconocidos por Rpi-blb2. Esto quedaria por determinar, ya que si bien su secuencia proteica
es muy distinta, el aminoacido en la posicibn 69 que presentan es una valina, no una
fenilalanina. Habria que determinar en este punto si la estructura divergente en general es

suficiente para quebrar la resistencia aunque esté el aminoacido clave conservado.

Sin embargo, la dupla AVRbIb2/Rpi-blb2 no es el Gnico factor que determina la eficacia
de la resistencia al tizon tardio mediada por Rpi-blb2. La inmunidad mediada por Rpi-blb2
requiere la presencia de NRC4, un hNLR (ver Introduccién). En N. benthamiana, el
silenciamiento de NRC4 comprometi6 tanto la resistencia conferida por Rpi-blb2 a P. infestans
como la muerte celular hipersensible inducida por el efector AVRbIb2 (Wu et al., 2017). PINSL-
19 expresa durante la interaccion con papa Spunta al efector PITG_15278, identificado como
modulador de la respuesta inmune mediada por Rpi-blb2 y NRC4 (Derevnina et al., 2021). Se
ha reportado que PITG_15278 interfiere con la sefializacion mediada por NRC4, pudiendo
contribuir a la evasioén de la respuesta inmune desencadenada en el hospedador (Drevnina et
al., 2021; Sun et al; 2024). Recientemente, Sun y col. (2024) establecieron mediante ensayos
de LC-MS vy colP que PITG_15278 interactia con EDK1, un LRR-RLK (Leucin Rich Repeat
Receptor Like Kinase) que al promover la acumulacion de la proteina NRC4 regula
positivamente la resistencia a P. infestans en N. benthamiana. No obstante, pudimos observar
un fenotipo resistente en las plantas transgénicas que expresan Rpi-blb2 en los ensayos de
desafio con los aislamientos argentinos de P. infestans. Nos queda por determinar si
PITG_15278 esté expresado in planta durante la interaccion con esta linea transgénica de N.

benthamiana, ya que nuestros datos transcriptémicos provienen de la interaccion con papa
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Spunta y el control de la respuesta podria estar determinado por un polimorfismo en la
expresion del efector dependiente del hospedador. Por otro lado, esta reportado que Rpi-blb2
confiere resistencia al tizéon tardio en plantas transgénicas de papa (Van der Vossen et al.,
2003; Van der Vossen et al., 2005; Orbegozo et al 2016). Sera interesante determinar la
presencia de homdlogos de NbEDK1 en Spunta para determinar si la interaccion efector-

blanco descripta en N. benthamiana ocurre también en esta variedad de papa.

Los efectores AVRamrl y AVRamr3, han sido identificados més recientemente (Lin et
al., 2020). En el caso de AVRamrl, no pudimos detectar variaciones significativas en los
niveles de expresion a 24, 48 o 72 respecto a los observados en micelio en placa (Figura 47),
aunque si observamos su expresion en todas las muestras. AVRamr3, por su parte, se
encuentra diferencialmente expresado a 24 y 48 horas respecto del control (Figura 47). Sin
embargo, detectamos la expresion de ambos efectores tanto en las muestras de control
(micelio en placa) asi como en las muestras de plantas infectadas con un LFC més alto en las
muestras in planta respecto del control. Esto puede deberse en parte a la eleccién del corte
en LFC que hicimos LFC >4. AVR-amr3 tiene un pico de LFC de 3,71 a las 24 horas post
infeccidn. Otra razén podria ser la expresion constitutiva de estos efectores o que se induzca

la expresion también en las condiciones de crecimiento en placa (agar centeno sacarosa).

Rpi-amr3 reconoce la presencia del efector AVRamr3 de P. infestans y activa la
oligomerizacion en resistosomas de los hNRC NRC2 y NRC4, mientras que Rpi-amrl detecta
AVRamrl e induce exclusivamente la formacién del resistosoma NRC2 (Ahn et al., 2023). Se
ha reportado que el efector de P. infestans AVRcaplb interfiere con la respuesta inmune
mediada por NRC2, afectando potencialmente la activacion iniciada por Rpi-amrl en
presencia de AVRamrl (Witek et al., 2021). Observamos que la expresion de AVRcaplb en
PINSL-19 se induce durante la colonizacién de plantas Spunta (Figura 28). Sin embargo, las
plantas transgénicas de N. benthamiana que expresan Rpi-amrl fueron resistentes a los
aislamientos argentinos de P. infestans. Al igual que en el caso de PITG_15278 (supresor de
NRC4), aun es necesario determinar si PINSL-19 expresa AVRcaplb durante la interaccion
con N. benthamiana, un dato clave para interpretar la resistencia observada en plantas

transgénicas que expresan Rpi-amr3.

Otros genes R de interés para programas de mejoramiento genético de papa mediante
ingenieria genética incluyen Rpi-blbl (anteriormente conocido como RB) y Rpi-vntl.1. Junto
con Rpi-blb2, estos genes fueron introducidos de manera combinada en las variedades
Victoria y Desiree (Ghislain et al., 2019). Las lineas transgénicas Victoria 3R demostraron
resistencia al tizon tardio en ensayos de campo realizados durante mdultiples campafas
(Byarugaba et al., 2021). Es relevante destacar que los aislamientos de P. infestans presentes

en las regiones africanas donde se llevaron a cabo estos ensayos a campo pertenecen al
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GML EU 2 Al. En esta Tesis, comprobamos que PINSL-19 expresa los efectores
correspondientes AVRvntl y AVRbIbl durante la colonizaciéon de la variedad Spunta. A
diferencia de Rpi-blb2, Rpi-blbl y Rpi-vntl.1 no dependen de la red NRC para desencadenar
una respuesta de defensa (Wu et al., 2017). Ademas, la ausencia de polimorfismos en los loci
de AVRvntl en PINSL-19 y la ausencia del alelo ipi04 en AVRbIb1 sugieren que estos genes

podrian ser efectivos para el control del tizén tardio en el contexto productivo local.

La incorporacion mediante ingenieria genética de una combinacién de genes R
identificados como promisorios en este trabajo de Tesis Doctoral en las variedades de papa
susceptibles, especialmente Spunta, contribuirian a un manejo sostenible del tizén tardio a
campo. Entre ellos destacamos Rpi-blb2, Rpi-amrl, Rpi-amr3, Rpi-blbl y Rpi-vntl.1. La
aprobacién comercial del evento de papa resistente a PVY TICAR (Bravo Almonacid et al.,
2012) en el mercado argentino es un antecedente promisorio para futuros eventos que
confieran resistencia a enfermedades, permitiendo reemplazar parcial o totalmente el control

quimico por el control genético.

La produccion de papa en Argentina abastece el mercado local, con un cultivo
dominado por pocas variedades susceptibles a Phytophthora infestans. La produccion de
papa semilla se encuentra en manos de un nimero reducido de productores de semilla
certificada, quienes abastecen la demanda del sector. Ademas, el sistema productivo esti

altamente mecanizado y depende del uso de fertilizantes y fungicidas (Instituto de desarrollo

rural, 2020; Ministerio_de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2023). En regiones con una

produccién intensiva como esta, se ha observado que las poblaciones de P. infestans pueden
estructurarse de manera particular. Por ejemplo, Brylinska et al. (2016) reportaron en Polonia
que la estructura poblacional del patdgeno difiere notablemente de la observada en regiones
con una produccién menos intensiva. En este contexto, el modelo productivo argentino podria
estar favoreciendo la estabilidad de la estructura clonal del patégeno, dificultando la entrada
de otros linajes a través de la importacion del producto. La persistencia de P. infestans en
rastrojos y en plantas guachas, el uso de pocas fuentes de papa semilla y la adaptacion de
los linajes autéctonos a pocas variedades que dominan el cultivo pueden contribuir a generar

un microclima para el patégeno en la region.

Sin embargo, considerando la amplia diversidad del género Solanum, que en Argentina
cuenta con 123 especies documentadas (Palchetti et al., 2020), no puede descartarse la
influencia de otros hospedadores en la dinamica del patégeno. Algunas especies, como S.
dulcamara, S. sisymbriifolium y S. nigrum, han sido identificadas como susceptibles a P.
infestans, lo que sugiere que podrian actuar como reservorios secundarios bajo ciertas
condiciones ecoldgicas (Abreha et al.,2018). Aunque estas interacciones aun no han sido

caracterizadas en profundidad, su estudio podria aportar informacion relevante para futuras
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investigaciones epidemiolégicas. En paralelo, otras especies silvestres del género como S.
venturii, S. chacoense y S. americanum, portadoras de genes R especificos para efectores de
P. infestans, podrian ejercer presion de seleccion sobre las poblaciones locales de este

patégeno.

Comprender las particularidades de la region y el contexto productivo que influyen en
las poblaciones argentinas de P. infestans, expandir los estudios gendmicos vy
transcriptomicos a nuevos aislamientos y mantener un monitoreo continuo de las poblaciones
locales permitira orientar estrategias de mejoramiento acordes a la dindmica poblacional de

P. infestans en la region.
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Preparacion del medio Agar Centeno Sacarosa 2%
Para 1 L de medio: 60 g de granos de centeno, 20 g de sacarosa y 15 g de agar.

Los granos se desinfectan en una solucion de cloro 0,25 g/litro. Para desinfectar,
sumergir los granos en 500ml de cloro durante 4 minutos y luego lavarlos en agua destilada
hasta gue ya no se sienta olor a lavandina en los granos. Transferir los granos a una bandeja,
dispersarlos y agregar agua hasta cubrir los granos por la mitad. Preservar la bandeja de la
luz (con papel aluminio) e incubar 24 horas a 25 grados para permitir la germinacién de los

granos (chequear aparicién de raices).

Transferir los granos germinados a una licuadora, agregar agua hasta que cubra
completamente los granos y moler aproximadamente hasta haber partido los granos en
tercios. No moler excesivamente. Transferir esta preparacion a un vaso de precipitados, llevar
a 600 ml con agua destilada y calentar durante 3 horas a 55°C. Colocar en una botella de litro
el agar y la sacarosa. Colar los granos y juntar el liquido en un vaso de precipitados. Agregar
agua a los granos hasta llegar a un litro. Llenar la botella con el agar y la sacarosa con este
liquido. Autoclavar 20 minutos a 121°C.

Aislamiento de Phytophthora infestans de material vegetal infectado
El aislamiento de las muestras de P. infestans se realiz6 entre 2019 y 2021. Para

generar los aislamientos, se recolectaron muestras de material vegetal infectado de varias
regiones productoras de papa en Argentina. El aislamiento se llevd a cabo cultivando los
margenes de las lesiones de los tubérculos o las hojas en un medio RSA suplementado con
rifampicina (20 ug/ml), ampicilina (100 ug/ml), PCNB (70 ug/ml) y Benomyl (20 ug/ml). Estas

placas se guardan a 15°C en oscuridad durante 10-15 dias y se repica en RSA sin antibiéticos.

Mantenimiento de cepas de P. infestans
Luego del aislamiento, se utilizaron placas de 15 dias de P. infestans para guardar los

aislamientos en nitrégeno liquido. Se obtienen discos de micelio con medio utilizando
sacabocados y se guardaron en tubos crioviales de 2 ml con 1,5 ml de DMSO 5%. Estos tubos
se guardaron en freezer -80°C overnight y luego se congelaron en nitrégeno liquido. Para
utilizar estos aislamientos, se descongelaron retirandolos del nitrégeno y pasandolos
inmediatamente a un bafio maria a 60°C durante 90 segundos. Una vez cumplido el plazo, los
discos descongelados se colocan en placas de RSA fresco y se guardan en oscuridad 10-15

dias.
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Induccion de la zoosporogeénesis para los ensayos de infeccion
Se inundaron placas de P. infestans en RSA de 14 dias con 5 ml de agua estéril y se

guardaron durante 90 minutos a 4°C. Transcurrido ese tiempo, se recupera el agua en tubos
eppendorf y se cuenta la liberacién de zoosporas en camara de Neubauer. Se ajusta la
concentracion de zoosporas para llegar a 50000 zoosporas/ml. Esta suspension de esporas
sera utilizada en todos los ensayos de infeccién, utilizando gotas de 10 ul para inocular el

material vegetal segun sea el caso.

Extraccion de ADN mediante protocolo de CTAB
e Cultivar el aislamiento en RSA durante 14 dias a 15°C en oscuridad.

e Colocar 50mg de micelio fresco en un eppendorf y agregar 150ul de buffer de

extraccién y macerar.

e Vortexear, agregar 150 ul de buffer de lisis y 60 ul de Sarkosyl (5g de N-lauryl
sarcosina en 100ml de agua)

e Vortexear e incubar 15 minutos a 65°C.

¢ Realizar una extraccién en cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), centrifugar a
14000rpm durante 15 minutos. Tomar la fase acuosa y repetir la extraccion

cloroférmica.

e Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo, adicionar 0,1 volumen de acetato de sodio

3M (pH 8) y 2 volumenes de etanol 100% frio. Precipitar el ADN overnight a -20°C.
e Lavar los pellets con alcohol 70% y dejar secar.

¢ Resuspender el ADN en 20 ul de agua mQ

Identificacidn de P. infestans mediante secuenciacion de regiones ITS
Se amplificaron las secuencias correspondientes a la region ITS1, el gen del ARNr

5.8S, laregion ITS2 y una porcidn del gen del ARNr 28S, todas incluidas entre las secuencias
reconocidas por los primers 1TS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') e ITS6 (5-
GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG-3’). Estas secuencias estan presentes en el genoma
mitocondrial de Phytophthora. Las amplificaciones fueron llevadas a cabo en un termociclador
Eppendorf Mastercycler. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: desnaturalizacién
inicial a 94 °C durante dos minutos; 35 ciclos consistentes en desnaturalizacion a 94 °C por
30 segundos, annealing a 58°C por 30 segundos, y extension a 74 °C por 1 minuto; finalmente

un dltimo paso de extension por 10 minutos a 74 °C. Se determind la presencia de producto
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de amplificacibn mediante electroforesis en gel de agarosa 1,5 % en buffer TAE 1x con
agregado de Bromuro de Etidio (0,5 ug/10 ml). Los productos de PCR se purificaron utilizando
el kit comercial Wizard SV Clean-Up System (Promega) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los productos de PCR se enviaron para su secuenciacion por Sanger a la empresa
Macrogen. Las secuencias obtenidas se curaron manualmente utilizando el programa
Chromas Lite (versibn 2.1, Technelysium Pty. Ltd., 2012). Se utilizaron las secuencias
obtenidas para cotejar la pertenencia a la especie de Phytophthora blasteando las mismas
contra la base de datos de NCBI.

Ensayos de infeccion en planta entera: Experimentos de RNA-Seq y qPCR
Se utilizaron 15 plantas de papa Spunta crecidas en condiciones de invernadero por 4

semanas. Para la inoculacion, las plantas se llevaron a cAmara de cultivo con fotoperiodo de
16 horas de luz y 8 de oscuridad a 20°C. Se inocul6 el foliolo central y los dos pares de foliolos
siguientes, dos inoculaciones por foliolo (a ambos lados de la nervadura central) de las hojas
3 y 4 de cada planta. Las inoculaciones se realizaron con suspensiones de zoosporas
obtenidas con la metodologia descripta previamente. Se extrajeron discos de 10 mm de las
areas de lesion a las 0, 16, 24, 48 y 72 horas después de la infeccion de 3 plantas en cada
tiempo (3 plantas x 2 hojas x 5 foliolos x 2 sitios de inoculacién = 60 discos de hoja por tiempo).
Los discos de hoja se guardaron en N2 liquido inmediatamente hasta su utilizacion. Estos

experimentos se realizaron por triplicado.

Ensayos de infeccidn en hoja desprendida: agresividad por area de lesion
Se utilizaron 3 plantas crecidas en invernadero durante 4 semanas de S. tuberosum

var Spunta, var Kennebec y var Innovator. Se utilizaron el foliolo central y los dos pares de
foliolos siguientes de las hojas 3 y 4 de cada planta. En el caso de los ensayos en N.
benthamiana se utilizaron plantas de 5 semanas. Las hojas o foliolos se colocaron en placas
individuales de agar agua y se inocularon con 10 ul de suspensiones de zoosporas como fue
descripto previamente. Después de la inoculacién, las placas se llevaron a una camara de
crecimiento con un periodo de luz/oscuridad de 16/8 y se mantuvieron a 20°C. Después de
cinco dias, se tomaron imagenes de las hojas infectadas y se analizaron a través del paquete
de R pliman (Olivoto et al., 2022) para contabilizar el % de area lesionada de cada hoja. Para
analizar la posibilidad de que existan diferencias entre estas lineas y aislamientos,
construimos un modelo lineal generalizado utilizando la funcién gim de R. Luego de construir
el modelo utilizando como variable respuesta el % de hoja infectada y tomando como variables

aleatorias el aislamiento, la linea de N. benthamiana y bloqueando por experimentos los
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aislamientos, realizamos comparaciones pareadas de los aislamientos mediante el test HSD

(Honestly Significant Difference) de Tukey.

Ensayos de infeccidn en discos de hoja: agresividad por produccion de
esporangios

Se utilizaron plantas crecidas en invernadero durante 4 semanas de S. tuberosum var
Spunta y var Innovator. De las hojas 3 y 4, se tomaron discos de 10 mm de diametro. Los
discos de hoja se dispusieron como en la figura 42 en placas de 24 wells con 1 ml de agar
agua. Se utilizaron los aislamientos PiINSL-19 y Ar20079 para inocular una gota de 10 ul de
suspensiones de zoosporas por disco. Las placas con los discos de hoja infectados se
colocaron en camara de cultivo con fotoperiodo de 16 horas de luz, 8 horas de oscuridad a
20°C. Transcurridas 48, 60, 72, 84 y 96 horas después de la infeccion, se retiraron las placas
y se colocaron los discos de hoja en tubos eppendorf con 1 ml de buffer PBS con 1% de
formaldehido. Los tubos se vortexearon y se determiné la concentracion de esporangios por
disco por ml de buffer por conteo en camara de Neubauer. Los analisis estadisticos se

realizaron con el paquete de R gimm y los gréaficos se realizaron con ggplot2.

Extracciones de ARN
El ARN total de los tejidos vegetales infectados se purificd por extracciéon con TRIzol

(Invitrogen Life Technologies).

Se congelaron 200 mg de hojas de papa en N2 liquido y se molieron en un mortero
previamente lavado con una solucién de SDS 1 %. Se agreg6 1ml de TRIzol (Invitrogen Life
Technologies, Sigma-Aldrich) y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se
agregaron 0,2 ml de cloroformo, se agit6 vigorosamente por 15 segundos y se incubé a
temperatura ambiente durante 3 minutos. Luego se centrifugé a 15.000 g durante 15 minutos
a 4o0C y se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo. EI ARN se precipité agregando 0,5 ml
de isopropanol e incubando a temperatura ambiente durante 10 minutos, seguidos de una
centrifugacion a 15000 g durante 10 minutos a 40C. El precipitado se lavo con 1 ml de etanol

75%, se dej6 secar y se resuspendié en 50 ul de H20 incubando a 600C durante 10 minutos.

Amplificacion de marcadores SSR
Los aislamientos de P. infestans se cultivaron en placas RSA para la recoleccion de

micelio. Luego se utilizé una masa de 200 mg de micelio fresco para la extraccion de ADN

utiizando el método basado en CTAB descripto previamente. Para identificar los
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polimorfismos del aislamiento de P. infestans recolectado de un cultivo de papas, se evaluaron
los marcadores polimérficos de microsatélites (SSR). El protocolo consistié en una reaccién
de PCR multiplexada con 12 pares de primers sentido y antisentido (Tabla 7) siguiendo la

metodologia propuesta por Li et al. (2013).

Primer Secuencia Ta %GC

CPiG11f  TGCTATTTATCAAGCGTGGG 598 45
PiG11_r GTTTCAATCTGCAGCCGTAAGA 59,8 45,45
Pi02/PinfSSR3_f ACTTGCAGAACTACCGCCC 59,3 57,3
Pi02/PinfSSR3_r GTTTGACCACTTTCCTCGGTTC 59,3 50
PinfSSR11_f TTAAGCCACGACATGAGCTG 56,6 50
PinfSSR11_r GTTTAGACAATTGTTTTGTGGTCGC 60 40
D13_f TGCCCCCTGCTCACTC 59,8 68,75
D13 r GCTCGAATTCATTTTACAGACTTG 57 37,5
PinfSSR8_f AATCTGATCGCAACTGAGGG 56,7 50
PinfSSR8_r GTTTACAAGATACACACGTCGCTCC 62,1 48
PinfSSR4_f TCTTGTTCGAGTATGCGACG 56,8 50
PinfSSR4_r GTTTCACTTCGGGAGAAAGGCTTC 63,4 50
Pi04_f AGCGGCTTACCGATGG 56,7 62,5
Pi04_r GTTTCAGCGGCTGTTTCGAC 59,3 55
Pi70_f ATGAAAATACGTCAATGCTCG 55,6 38,1
Pi70_r CGTTGGATATTTCTATTTCTTCG 54,4 38,78
PinfSSR6_f GTTTTGGTGGGGCTGAAGTTTT 62,1 45,45
PinfSSR6_r TCGCCACAAGATTTATTCCG 58,2 45
Pi63_f ATGACGAAGATGAAAGTGAGG 57,8 42,86
Pi63_r CGTATTTTCCTGTTTATCTAACACC 58,4 36
PinfSSR2_f CGACTTCTACATCAACCGGC 60,4 55
PinfSSR2_r GTTTGCTTGGACTGCGTCTTTAGC 64,8 50
Pi4B_f AAAATAAAGCCTTTGGTTCA 53,8 30
Pi4B_r GCAAGCGAGGTTTGTAGATT 58,4 45

Tabla 7: Listado de primers utilizados para el analisis de marcadores microsatélites.

La reaccion de PCR se realiz6 en un Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystem, N.Y.,
U.S.A) e incluy6 un primer paso de desnaturalizacién a 95°C durante 5 minutos, seguido de
33 ciclos de amplificacion, que incluyeron la desnaturalizacion del ADN a 95°C (30 segundos),

un paso de hibridacion de los cebadores flanqueantes a sus secuencias complementarias
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(hibridacion) a 58°C (90 segundos) y una elongacion de los fragmentos a 72°C (30 segundos).
Una elongacién final a 72°C durante 30 minutos permite reducir la cantidad y el nimero de
amplificaciones espureas debido al desplazamiento de la DNA polimerasa en las regiones
repetitivas. Los aislamientos amplificados se sometieron a electroforesis capilar en un
secuenciador automatico GA 3500XL (Applied Biosystem, N.Y. U.S.A) con un estandar de
tamafio de fragmentos GeneScan™ 500 LIZ® (Applied Biosystem, N.Y. U.S.A). Esta
metodologia se llevé a cabo en la Unidad de Gendmica del Instituto de Biotecnologia de
CICVyA, INTA Castelar, de acuerdo con los protocolos operativos estandarizados bajo el
sistema de gestion de calidad ISO 17025 y las especificaciones del fabricante. El producto de
la corrida electroforética, un archivo con la extension “.fsa” se obtuvo para cada muestra
(aislamiento). Fue analizado por un programa especifico (GeneMapper v4.1, Applied
Biosystem, N.Y., U.S.A) para la asignacion de alelos que estaba adjunto al secuenciador, y
se exporto a una hoja de calculo de MS Excel siguiendo el consenso de asignacion de picos
de la red Euroblight (Li et al., 2013).

Secuenciacion de panel de amplicones y analisis poblacional
El ADN de los aislamientos argentinos se extrajo mediante el método de CTAB

descripto anteriormente. Se enviaron 500 ng de ADN de los 20 aislamientos a la empresa
MonsterPlex, en California, para la amplificacion y secuenciacion por lllumina Hi-seq 2000 de
los amplicones (ver tabla suplementaria 2). Se evalué la calidad de los reads mediante el uso
de Fastqc y se utiliz6 flexbar para remover adaptadores. Para hacer el alineamiento de estas
muestras, se generd un set de secuencias que se denominé “genoma reducido de referencia”
a partir del genoma de la cepa T30-4. El set de amplicones se disefié de modo tal que los
primers de cada secuencia hibridaran alrededor de 80pb rio arriba y rio debajo de un snp de
interés. El enfoque para la construccion del genoma reducido fue entonces tomar 200 pb rio
arriba y rio abajo de esos snps y generar un set de 98 secuencias de 400 pares de bases
contra las que alinear los reads. Una vez obtenido el alineamiento, como base para detectar
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), un proceso ejecutado utilizando samtools y
bcftools. Los SNPs se sometieron a condiciones de filtrado estrictas: i) necesitaban exhibir
variacion bialélica en comparacion con la referencia T30-4 y PINSL, ii) en la ubicacion del
SNP, tanto la puntuacién de calidad phred de la secuenciacion de la base como la puntuacién
de mapeo de la lectura debian superar 20, iii) cada alelo en un sitio SNP tenia que ser
respaldado por un minimo de cinco lecturas, iv) en los sitios SNP heterocigota, la frecuencia
del alelo alternativo estaba restringida al rango de 0.2 a 0.8, v) los llamados de SNP se
afinaron utilizando pardmetros bioinformaticos para lograr una precision del 99.0% y una

sensibilidad del 85.0%, validada a través del analisis de la tasa de falsos descubrimientos
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(False Discovery rates) siguiendo un método establecido previamente. A continuacién se
describe la pipeline para generar el vcf multi muestra a partir de los archivos fastq trimmeados,
llevarlo a R para generar matrices de distancia, armar un arbol de Neigbour Joining con las
relaciones entre las muestras y exportarlo en formato Newick para su visualizacién con iTol
(Letunic & Bork, 2024).

# Esta lista de comandos asume que el usuario se encuentra en un directorio que
# incluye todos los archivos fq a utilizar y el archivo fasta a ser utilizado de referencia

#Crear un indice de la referencia
bwa index pi_reduced.fasta

#Alinear al genoma de referencia
for file in *.fq.gz; do

bwa mem pi_reduced.fasta $file > ${file/%fq.gz/sam}
done

#Sort de los alineamientos
for file in *.sam; do

samtools sort -0 ${file/%sam/sorted.sam} $file
done

#Convertir de sam a bam
for file in *sorted.sam; do

samtools view -bt pi_reduced.fasta.fai -o ${file/%sorted.sam/bam} $file
done

# crear indices de los alineamientos
for file in *.bam; do

samtools index $file
done

# quitar los archivos intermedios sam (son pesados)
rm "*.sam"

#Hacer una lista de los archivos bam en el directorio
Is | grep ".bam" > listabam

# Llamado de variantes y profundidad de secuenciacion.
#Este paso combina todos los outputs en un solo archivo vcf

bcftools mpileup -Ou -f pi_reduced.fasta -b listabam | bcftools call -mv -0 multimuestras.vcf

#Filtrar los SNPs generando un tag “PASS” cuando cada posicion cumpla con los criterios de calidad
y profundidad para cada muestra

bcftools filter -Ov -0 paper_filtered.vcf -s LOWQUAL -e 'QUAL<20 || DP <20' --SnpGap 5 --set-GTs .
paper.vcf

#Remover aquellas posiciones que no hayan pasado el filtro anterior
bcftools view -f PASS paper_filtered.vcf > paper_filtered_final.vcf

AT En R #HHHHHRHHHHH

#Cargar las librerias
library(vcfR)

99



MATERIALES Y METODOS

library(poppr)
library(ape)
library(adegenet)

# Cargar el vcf
setwd("C:/Users/Marce/Desktop/trabajofinal")
totpop.VCF <- read.vcfR("los100000.vcf")

#Convertir el vcf en un objeto genlight
gl.totpop <- vcfR2genlight(totpop.VCF)

#Seteo de ploidia. Las variantes triploides van a ser un problema.

# Sigo adelante con el andlisis, ya que son pocas las variantes con tres valores
#Esto permite omitir del andlisis en amplicon seq. En concreto, para el analisis
# presentado en este trabajo, solo 3 variantes son exluidas del analisis

ploidy(gl.totpop) <- 2

#Asignar genotipos reportados a todas las muestras
#Asegurarse que el orden de las muestras y los genotipos esté ok

pop(gl.totpop) <- as.factor(c("01_29.bam”, "04NDL217.bam", "06_3920A.bam”, "06_3936C2.bam",
"06_3964A.bam","06_4132B.bam", "06_4168B.bam", "06_4168C.bam", "06_4244E.bam",
"06_4388D.bam","08_6942A.bam", "08_6946A.bam", "08_6946B.bam", "08_7054A.bam",
"08_7054C.bam", "14D11A.bam", "14D11B.bam", "14LD1B.bam", "14T3A.bam",

"95 17 3 2.bam","95 197.bam","96_145 1.bam", "96 145 7.bam", "97 253 05.bam",

"97 28 1 1.bam","97 310 _07.bam","97_345 05.bam", "97 346 02.bam", "97 36 2 2.bam",
"97 40 1 3.bam","98 142 06.bam", "98 142 08.bam", "Ar20079.bam", "Ar20080.bam",
"Ar20094.bam","Ar20100.bam", "Ar20101.bam", "Ar20102.bam", "Ar20105.bam",
"Ar20110.bam","Ar20111.bam", "Ar20112.bam", "Ar20114.bam", "Ar21001.bam",
"Ar21002.bam","Ar21009.bam", "Ar21015.bam", "Biocca.bam”, "CA65.bam"”,
"Cba2.bam","FAB22002G.bam", "FAB22005E.bam", "FAB22012E.bam", "Garcia.bam"”,
"PiNSL.bam","Tafi.bam™))

#Excluyo muestras en el dataset que no me interesa incluir en el analisis

samples_to_remove <- ¢("97_28 1 1.bam", "06_3936C2.bam", "06_4388D.bam”, "97_40_1 3.bam",
"98_142_06.bam", "06_4244E.bam","01_29.bam","06_3920A.bam",
"CA65.bam","14D11A.bam","14D11B.bam","FAB22002G.bam","FAB22005E.bam","FAB22012E.bam",
"97_130_07.bam","08_7054A.bam","95_17_3_2.bam")

gl.totpop_filtered <- subset(gl.totpop, !(indNames(gl.totpop) %in% samples_to_remove))

#Crear un arbol Neighbor Joining con distancias de nei y 100 réplicas, guardarlo en un
#archivo en formato Newick.

tree <- aboot(gl.totpop, tree = "nj", distance = nei.dist,
sample = 100, showtree = T, cutoff = 50, quiet = T)

write.tree(tree, file = "100k_arbol_poppr.newick")

Secuenciacion del genoma completo y analisis gendémico del aislamiento
PiNSL-19

El genoma completo del aislamiento PiINSL-19 fue secuenciado utilizando una
plataforma lllumina Hi-seq 2000, obteniendo un conjunto de datos de 59,354,496 lecturas
apareadas con una longitud de 150 pares de bases. Los datos de secuencia resultantes se
han archivado en el Sequence Read Archive (SRA) bajo el nimero de acceso [numero].
Después de la evaluacion de calidad a través de fastqc y flexbar (Roehr et al., 2017), las
lecturas limpias se alinearon al genoma de referencia T30-4 utilizando un software de

100



MATERIALES Y METODOS

transformacion de Burrows Wheeler (BWA) version 0.7.17 (Li & Durbin, 2009). Este
alineamiento sirvié como base para detectar polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs), un
proceso ejecutado utilizando samtools y bcftools. Los SNPs se sometieron a condiciones de
filtrado estrictas: i) necesitaban exhibir variacion bialélica en comparacién con la referencia
T30-4 y PINSL, ii) en la ubicacién del SNP, tanto la puntuacién de calidad phred de la
secuenciacién de la base como la puntuacién de mapeo de la lectura debian superar 20, iii)
cada alelo en un sitio SNP tenia que ser respaldado por un minimo de cinco lecturas, iv) en
los sitios SNP heterocigota, la frecuencia del alelo alternativo estaba restringida al rango de
0.2a0.8,v) los llamados de SNP se afinaron utilizando pardmetros bioinforméticos para lograr
una precision del 99.0% y una sensibilidad del 85.0%, validada a través del analisis de la tasa
de falsos descubrimientos (False Discovery rates) siguiendo un método establecido
previamente. Se cuantificaron la cobertura de lectura promedio, los nUmeros de copia de

genes y la profundidad de lectura especifica del gen.

Analisis de gendmica comparativa
Los analisis de asignacién de CNV se realizaron incluyendo los datos de PiINSL-19 en
la pipeline publicada por el laboratorio de Niklaus Grunwald. El mismo se puede ver en

https://github.com/grunwaldlab/P infestans CNV.

Por otro lado, para el uso de diagramas de Venn, conteo de SNPs por muestra, y
modelado de arboles por Neigbor Joining y Maximum Likelyhood, se crearon una lista de
jupyter notebooks que incluyen todo lo requerido para, apartir de un VCF multisample, generar
todos los analisis relacionados con estos graficos. Estas notebooks pueden obtenerse en mi

GitHub personal:

https://github.com/marcejuarez90/VCFtoMSA/tree/main

Secuenciacion de ARN y analisis

La extraccibn de ARN total se realiz6 en micelio y hojas de papa infectadas
recolectadas a los 0, 16, 24, 48 y 72 horas después de la inoculacion utilizando el reactivo
TriZol y siguiendo el protocolo del fabricante. La secuenciacion de ARN fue subcontratada a
Novogene, utilizando bibliotecas paired end (PE) de 150 pb de Illumina Hiseq2000. Las
lecturas se comprobaron inicialmente en cuanto a calidad utilizando fastQC, seguido del
recorte de secuencias de los adaptadores de llumina y bases de baja calidad con flexbar. La
alineacion de las lecturas recortadas al genoma de referencia de P. infestans T30-4 se ejecutd
utilizando HiSat2, y la asignacion a nivel de genes se realiz6 utilizando HTSeq. Los analisis

estadisticos posteriores se realizaron en R. El andlisis de expresion diferencial se ejecutd
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utilizando el paquete DESeq2. Ademas, se emplearon varios paquetes de R, incluyendo
ggplot2, dplyr, BiocParallel y ComplexHeatmap para los andlisis posteriores. Los genes que
mostraban una expresion diferencial durante la infeccion se identificaron en base a los criterios

de un valor p < 0.05 y un cambio de expresion > 16 (LFC > 4).

HHHHHHHH Y BN Dash S

#Extraer del genoma de referencia (gtf) sitios de splicing y exones para indexar el genoma contra el
que alinear las muestras

hisat2_extract_splice_sites.py /ruta/al/gtf/transcripts.gtf > /ruta/a/el/output/splicesites.tsv

hisat2_extract_exons.py /ruta/al/gtf/transcripts.gtf > /ruta/a/el/output/exons.tsv

hisat2-build -p 8 --ss /ruta/splicesites.tsv --exon /ruta/exons.tsv
Iruta/al/fasta/referencia/phytophthora_infestans_t30-4.fasta /ruta/almacenamiento/indexado

#Hacer el alineamiento del fq de cada muestro contra el genoma indexado
hisat2 -p 8 --rg-id=A1 --rg SM:Al --rg PL:ILLUMINA -x /ruta/a/indexado/del/genoma --dta --rna-
strandness RF -1 /ruta/a/fq/fw/Al_1.fastq -2 /ruta/a/fq/rv/Al_2.fastq -S /ruta/sam/output/Al.sam

#Sam a bam
samtools sort -@ 8 -0 Al.bam Al.sam

#htseq: contar reads que pegan contra cada gen

htseg-count --format bam --order pos --nonunique all --mode intersection-strict --stranded reverse --
minaqual 1 --type exon --idattr gene_id /ruta/al/alineamiento/Al.bam /ruta/al/gtf/transcripts.gtf >
[ruta/guardar/conteo/de/reads/Al.tsv

# Unir las tablas de cada muestra en una sola tabla y agregar headers

join Al.tsv A4.tsv | join - B1.tsv | join - B2.tsv | join - B3.tsv | join - B4.tsv | join - B5.tsv | join - C1.tsv |
join - C2.tsv | join - C3.tsv | join - C4.tsv | join - C5.tsv | join - Ctrll.tsv | join - Ctrl2.tsv >
all_gene_counts.tsv

echo "GenelD A1 A4 B1 B2 B3 B4 B5 C1 C2 C3 C4 C5 Ctrll1 Ctrl2 " > header.txt

cat header.txt all_gene_counts.tsv | grep -v"__"| perl -ne 'chomp $_; $ =~ s/\s+/\t/g; print "$_\n"' >
pinsl.tsv

HHH R En R ST
library(DESeq2)

#Definir carpeta de trabajo
setwd("G:/Mi unidad/scripts/")

#Leer tabla de datos, ordenarla para que las muestras control queden primeras y leer tabla de disefio
experimental

all_gene_counts_final <- read.delim("pinsl.tsv", row.names=1)

cts <- all_gene_counts_final[, ¢(13,14,1:12)]

COLDATAZ2...Hoja.1$tiempo <- as.factor(COLDATAZ2...Hoja.1$tiempo)

COLDATAZ2...Hoja.1$batch <- as.factor(COLDATAZ2...Hoja.1$batch)
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#Crear objeto DESeq, hacer andlisis y guardar los resultados
dds <- DESeqgDataSetFromMatrix(countData = cts,

colData = COLDATAZ2...Hoja.1,

design = ~ tiempo)
dds

dds <- DESeq(dds)
res <- results(dds)

# Crear LFCs para cada tiempo

resLFC_T1 <- IfcShrink(dds, coef=2, type="apegim")
resLFC_T2 <- IfcShrink(dds, coef=3, type="apegim")
resLFC_T3 <- IfcShrink(dds, coef=4, type="apegim")
resLFC_T4 <- IfcShrink(dds, coef=5, type="apegim")
resLFC_T5 <- IfcShrink(dds, coef=6, type="apegim")

# Extraer de las tablas enteriores una nueva tabla que contenga todos los tiempos en funcién de

#su p-valor y log fold change

tabla_LFC_pvalor <- data.frame(T1LFC=resLFC_T1$log2FoldChange,
Tlpval=resLFC_T1$padj,
T2LFC=resLFC_T2$log2FoldChange,
T2pval=resLFC_T2$padj,
T3LFC=resLFC_T3$log2FoldChange,
T3pval=resLFC_T3$padj,
TALFC=resLFC_T4%$log2FoldChange,
T4pval=resLFC_T4$pad;,
T5LFC=resLFC_T5%log2FoldChange,
T5pval=resLFC_T5$padj)

write.table(x = tabla_LFC_pvalor,file = "tabla_LFC_pvalor.tsv",sep = "\t",row.names = TRUE)

#Utilizar esta tabla para los andlisis (heatmaps, volcano plots, expresién de genes particulares)

Validacion de la expresion génica con gPCR
Se realiz6 una PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR) para validar los resultados de

expresion génica obtenidos de la secuenciaciéon de ARN. Se seleccion6 un subconjunto de
cinco genes objetivo para la validacion (PITG_14371, PITG_08943, PITG_21388,
PITG_04339 y PITG_09173), sirviendo el gen del factor de elongaciéon (PITG_10941) como
gen de referencia para fines de normalizacion. El disefio experimental fue igual al de la
RNAseq. La extraccién de ARN se llevo a cabo utilizando el método TRiZol, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la sintesis de cDNA, se empleé el kit PROMEGA. Las
reacciones de gPCR se realizaron empleando la enzima FIREpol, utilizando cebadores
especificos para cada gen listados en la Tabla 8. Se obtuvieron valores CT para ambos genes
objetivo y EF2a. Posteriormente, se empled el método delta delta CT para determinar los
niveles de expresion génica relativa entre las muestras de control y experimentales en cada
punto de tiempo respectivo. Los datos de gPCR resultantes se compararon entonces con los
perfiles de expresion génica derivados del andlisis de RNA-seq para determinar la

consistencia y precision de este ultimo.
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Primer
gRT_04339_F
gRT_04339_R
gRT_08943_F
gRT_08943_R
qRT 14371 F
qRT_14371 R
qRT_10941 F1
qRT_10941 R1
qRT_10941 _F2
qRT_10941 R2

qRT_PITG_09173_1F

gqRT_PITG_09173 1R
qRT_21388_F1
qRT_21388 R1

Secuencia
AGGGCGTGTACTGGGAATAC
CGGGCAGGGGTTTATTTGAC
ACCCTGAAGAAGCTCAATCC
CTTTTCCGTGACCTCTTTAGC

CGCCATAAACTTTGCAACCA
TGCCGGCTGAATCGTGTAT
CACGCTGATGCTATTCACC
TGACAAGCGTACACCACAC

CTTACCTGCCTGTCAACGAG
AACCTGGTAGTGGTCGAAC

AGTTCCACGTTTCCGGTTGC

TTGGTCCACGACTGCGAGTAG
ATCCAAGATTCGCTTTCTGTCG
CTTCGTATCGCAACACCGTC

MATERIALES Y METODOS

Ta
61,1
61,3
60,5
59,9

60
60,3
59,4
59,4
59,7
59,9

60

60,7

61,8

61,3

%GC
55
55
50

47,6
45
52,6
52,6
52,6
55
52,6
55
57,14
45,45
55

Tabla 8: Listado de primers utilizados para los ensayos de expresion diferencial de genes

mediante RT-gPCR.
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Tabla Suplementaria 1: Familia de genes AVRbIb2.

Gene_ID Intergenic Supercont Pardlogo Plantas R2 ‘
PITG_04081 GSR supercontl.5 s/d
PITG_04085 InBtw supercontl.5 Si Resistente
PITG_04086 InBtw supercontl.5 Si Resistente
PITG_04089 GSR supercontl.5 Si Resistente
PITG_04090 GSR supercontl.5 Si Resistente
PITG_04097 GSR supercontl.5 s/d
PITG_04194 GSR supercontl.5 s/d
PITG_09632 GSR supercontl.15 s/d
PITG_18670 InBtw supercontl1.79 s/d
PITG_18675 GSR supercontl1.79 s/d
PITG_18683 GSR supercontl1.79 s/d
PITG_18685 Not supercontl1.79 s/d
PITG_20300 GSR supercontl1.125 Si Resistente
PITG_20301 GSR supercontl.125 Si Susceptible
PITG_20303 Not supercontl1.125 Si Suceptible
PITG_20857 GSR supercontl1.216 s/d
PITG_22604 Not supercont1.4287 s/d
PITG_22727 GSR supercontl.5 s/d
PITG_23193 InBtw supercont1.216 s/d

Familiade genes AVRbIb2. Se detalla codigo del gen en la referencia (T30-4), ubicacion en el genoma,

contig, si pertenece al conjunto de paralogos AVRbIb2 y si esta descripta su interaccion con R2.
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- 1.399 bp -

258 600 bp 258 800 bp 260.000 bp 260.200 bp 260.400 bp 260 600 bp 260 8
I I I I | | | | I | I I |

upercantig_1.866

p-0m

PITG_18215T0

Figura Suplementaria 1. Analisis gendémico y transcriptémico del locus AVR3b en PiNSL-19. La
seccién superior muestra los datos genémicos, donde se observa la presencia del locus PITG_18215T0
con tres mutaciones en homocigosis dentro del gen y otras tres rio arriba del codén de inicio. La seccién
inferior corresponde a los datos transcriptomicos, donde no se detectan lecturas alineadas del patégeno
en ninguno de los tiempos analizados (se muestra el tiempo de 48 horas post infeccién). Estos datos
fueron visualizados utilizando el genome browser IGV.

3.106 bp
1.501.000bp. 1.802.000 bp 1.503.000 bp 15040
|

p-214

Transcriptoma PiNSL-19 (48 hpi)

T s s s
PITG_08943 (AVR2) PITG_22870 (AVR2)

Figura Suplementaria 2: Expresion de los genes PITG_08943 y PITG_22870 visualizada mediante

genome browser (IGV). En el sashimi plot, puede observarse el fuerte grado de equivalencia de ambos
sitios para la asignacion de lecturas.
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192 kb 194 kb 196 kb 198 kb 200
I I I I I I I I

Supercontig_1.125 Il m | |

PITG_20303T0

Figura Suplementaria 3: Ausencia del locus PITG_20303 en PiNSL-19. Representacion
gendmica en un navegador de secuencias donde se observa la falta de lecturas alineadas en
la region correspondiente al locus PITG_20303 (indicada en azul).

Tabla Suplementaria 2: Panel de Secuenciacion de Amplicones.

1.1_2422620 FORWARD 20 59.47 60.00 CGCTTGAGCTAGAGGAGGAG
1.1.2422620 REVERSE 18 60.73 66.67 CTCTGACGCGCCGTCTAC
1.1_3023095 FORWARD 20 59.99 55.00 GGTGAAGAAGAAGCCGAGTG
1.1_3023095 REVERSE 20 59.61 50.00 CCGACAAACAACCGACTACA
1.1_3547675 FORWARD 19 60.33 57.89 AGCTAGCTGCGTGATGTCG
1.1_3547675 REVERSE 21 60.67 47.62 TGTGTAGCCTGAAAACCAGGA
1.1_5516055 FORWARD 20 59.45 55.00 CTTGGACTCCTTCGTCGAGT
1.1.5516055 REVERSE 20 59.17 55.00 CCTGTACGACATGGTTGCTC
1.1.931590 FORWARD 20 59.86 45.00 GCGCGTGGGTTTATTTATGT
1.1.931590 REVERSE 20 59.81 50.00 GGATCGAAGCCTTCACAAAG
1.10_120399 FORWARD 20 61.49 55.00 CCACCCTGAACGATCATCTG
1.10_120399 REVERSE 20 60.80 50.00 TTGATCGACTGCAGGAGGTT
1.10_651437 FORWARD 20 60.25 50.00 ACCTTGGGAAAGCGTCTTCT
1.10_651437 REVERSE 20 59.77 50.00 AGCGTGAGTTTGGTTCAGGT
1.101_224249 FORWARD 20 60.13 55.00 CAAACGAGGAGGAGAAGCTG
1.101_224249 REVERSE 20 59.01 55.00 GTACGGAGTCAACACCATCG
1.11_1535743 FORWARD 20 59.96 50.00 AAAGTACGGGGATGATGCAG
1.11 1535743 REVERSE 20 60.73 50.00 TAGCCATTTCTGGAGGCGTA
1.11 1730516 FORWARD 20 59.84 45.00 TGACAATGCCAAGTTTCTCG
1.11_1730516 REVERSE 21 59.85 47.62 TCGTGAGCAATCGTAGATCCT
1.11_1786659 FORWARD 20 59.58 50.00 ATTGGACGTGGTCGAAGACT
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1.11 1786659
1.11 2708319
1.11 2708319
1.11 3350688
1.11 3350688
1.11 360197
1.11 360197
1.110_128637
1.110_128637
1.12 1773750
1.12 1773750
1.13 2911071
1.13 2911071
1.131.108866
1.131.108866
1.132_128908
1.132_128908
1.14_1462417
1.14_1462417
1.14 1932533
1.14 1932533
1.14 2071843
1.14 2071843
1.15_2282336
1.15_2282336
1.15_2332768
1.15_2332768
1.16_588934
1.16_588934
1.17_1706137
1.17_1706137
1.17_1717761
1.17_1717761
1.17_887082
1.17_887082
1.18_1156420
1.18_1156420
1.18_835118
1.18_835118
1.19_1085064
1.19_1085064

REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE

20
20
19
20
21
20
20
20
22
20
20
20
20
20
20
21
20
20
20
20
20
21
22
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
22
20
19
20
20
20
18

59.53
59.79
60.10
60.13
60.31
60.12
59.90
59.47
60.36
60.53
59.14
60.35
59.86
60.00
60.07
59.33
60.05
60.33
59.84
60.56
59.59
59.89
58.79
60.09
59.71
61.10
59.08
60.68
60.80
60.00
58.93
59.51
59.88
59.98
59.91
59.18
61.09
60.72
59.99
59.44
60.38

55.00
50.00
42.11
50.00
57.14
50.00
50.00
40.00
54.55
55.00
50.00
60.00
60.00
55.00
50.00
47.62
55.00
50.00
55.00
50.00
55.00
52.38
45.45
45.00
50.00
55.00
50.00
50.00
55.00
55.00
55.00
55.00
50.00
50.00
45.45
50.00
63.16
50.00
50.00
50.00
61.11

ANEXO

GGGTCTCCTTCAAGCTCTCA
GCTGACATCGTCTCCATCAA
AATTTGCGCACGATCACAT
AGCGTATTCGTCCTGTTTGG
TGTGGACGTCTCTAGGACAGG
GAGGGCGAAACACTGACATT
GCTGTTCTTGCGCTTTCTCT
TTCATTCGATGAATCGTTGG

AGCTGAACTAGCCTACGAGCTG

TAAAGTGGAGCCGTCTCTCG
GCCTCTTGGTGTCCTTCATT
CGCTACGTACACCGCCTAGT
CAGGCCTGTACCTCCTTCTG
CCCACAGACCTGGTGAGTTT
CTGGATGCCAACCTGAAGAT
TCCTGATCTTTACTCCGTTGC
GGGTCAGTGAGAGGGATCAA
TCCCGAAGACTCATTTCTCG
GCAACAAGAAGGAGGGTGAG
TGATGAGGACACGAAGCTCA
CCTCTAACACCCCACAAAGC
GCGACTGTGTCGAATCTTAGG

CTCAAATCGAGACTCAATGACC

TCAAAGTGGACGTGGATGAA
GCTACGGAAGAATTGGAACG
CAAAAGCCTGCGTGTAGAGC
GTCGACGACTTCAACGCTAA
CAAGCAGAAATCGACGCTCT
GTACGTTCCGCGAGATTCTG
CCGGTATCGAGCTTTAGCAG
CAGGAGGGGAAACAGCTTAG
CGGGATCCACTTCTATCGTC
CATGTTAACGGTGGTGAACG
TCTCCAGTCGCTTCATGTTG

TGCTTCCAGAACTACCTGAACA

GCTTGGCATCTGCTGTAGAA
CGGAGGCTAAGACGACAGC
CGTTGTATTGTGCTCCGTCA
GCCAGGAAACTTTGCTCAAG
TAGCGACTTGGTCTCCACAA
CTGTTGCTCGCCGTATCC
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1.19_1425123
1.19_1425123
1.2 1316873
1.2.1316873
1.2_3934005
1.2_3934005
1.2_4048575
1.2.4048575
1.20_436558
1.20_436558
1.21 1258416
1.21 1258416
1.21 544320
1.21 544320
1.25_1192926
1.25_1192926
1.25_1633422
1.25_1633422
1.25_876700
1.25_876700
1.26_210006
1.26_210006
1.27_816888
1.27_816888
1.27_852653
1.27_852653
1.28_1695210
1.28_1695210
1.29 581789
1.29 581789
1.29 852731
1.29 852731
1.3_2243661
1.3_2243661
1.3_3220722
1.3_3220722
1.3_4145204
1.3_4145204
1.30_440315
1.30_440315
1.302_59924

FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD

20
19
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
18
20
19
20
21
20
20
20
20
20
20
20
20
20
18
20
21
22
20
20
20
18
20
20
20
20
20

61.39
58.91
59.63
59.73
60.13
60.46
61.26
60.07
60.31
59.69
58.32
59.96
60.83
60.10
59.99
59.65
60.09
59.88
58.19
59.86
60.51
60.28
60.77
59.41
60.85
60.82
59.75
59.86
60.03
60.38
60.11
59.70
59.71
61.28
60.78
60.25
59.69
60.02
60.12
60.27
59.07

55.00
47.37
55.00
50.00
45.00
40.00
60.00
50.00
55.00
50.00
45.00
55.00
55.00
55.00
50.00
50.00
52.63
55.00
47.62
50.00
55.00
50.00
55.00
55.00
60.00
55.00
55.00
55.00
61.11
45.00
42.86
40.91
55.00
60.00
55.00
55.56
50.00
55.00
50.00
55.00
55.00

ANEXO

TCCAGGTCACTTCGAGAACG
GGTTTTGCAAGAAGGCGTA
GCGTAGTCAGCATTCAGCAC
GCTATTCCGCGAGCTAAAGA
AAAAGAAGCTGTCGCCTTCA
TATGCCGCCTTGAATTIGTTT
CGACAAGTAGGAGCGAGCTG
CAGGATTTCCCGACGAAGTA
GTCTTGAAGAGCGTGGTGGT
TGGAATAGCTTCGTGGGACT
CTTTAACAGCTGCCGAAAGA
GAGAAAGCATGAGCCTGTCC
CAAGTGAGCAAGTCCCGTTC
GGAGAGCAATGAGCCAAGAG
ATGGGCTATCGCCATTGA
AAAGAGATCGGTGGAGGTGA
ATACTGGCTTCGGGCAAAC
CTCAGCTGCATCTTCGTGAG
AATAGGCTACCAAGTGCTGCT
CGGTCAAACTCGACTGCATA
CGTTGACGTTGTAGCTCGTG
TAGTGGCTCGTATGCCAACA
GTATGCGCCTCGCTTACATC
GGATGGACTCCTTGGTAACG
GAGGTCGTGACCGCTAACAG
CCAAGATTCCCTCCTCCAAC
GGACTACGACGACACGTTGA
GATGGACACGTAGAGCGTGA
GACGATGGCGAGGAGAGA
ACAATTGCATCGTCCCACTT
AACAGGAGGCATATTCGCTTT
TTATTTGCTCTTAGCTGCAACG
GACAGTGTGACGGTCAAGGA
GAGATCTTGGCGTCCTCCTC
CGCACCGCTAGTATCTTTGG
AGCAAGCTGGCGAATCTG
TGACGCTTTCCCTAGTCCAT
GGTGCCGGTAGTTGCTGTAT
CCATGCAACTCACGTTCATC
AGCGGTCCGTCCTCTTAACT
CGAGAAGCCTAAGGACCAAG
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1.302_59924
1.315_63639
1.315_63639
1.32_896666
1.32_896666
1.33.979119
1.33.979119
1.34_566592
1.34_566592
1.34_566663
1.34_566663
1.34 578357
1.34 578357
1.34 951463
1.34 951463
1.36_905326
1.36_905326
1.4 2458623
1.4 2458623
1.4_3096042
1.4_3096042
1.40_751211
1.40_751211
1.40_977746
1.40_977746
1.43_780367
1.43_780367
1.44 558022
1.44 558022
1.5_1367534
1.5_1367534
1.5_1450337
1.5.1450337
1.5_3518729
1.5_3518729
1.50_304997
1.50_304997
1.50_432212
1.50_432212
1.51_910750
1.51_910750

REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE
FORWARD
REVERSE

21
20
20
20
20
20
19
20
20
20
20
23
20
20
20
20
20
23
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
19
20
20
18
20
19
20
21
20

60.59
59.98
59.81
59.07
60.20
58.98
59.71
59.74
60.06
58.75
59.68
59.88
59.74
59.75
61.30
60.68
60.42
59.88
60.04
59.90
60.01
60.49
59.84
60.16
59.97
59.67
59.12
59.42
60.30
59.49
60.91
60.13
59.42
60.89
59.50
60.68
60.42
60.06
59.21
60.42
59.90

47.62
45.00
55.00
50.00
55.00
50.00
52.63
45.00
50.00
45.00
50.00
43.48
40.00
55.00
50.00
55.00
55.00
34.78
55.00
50.00
60.00
55.00
45.00
55.00
40.00
50.00
45.00
50.00
55.00
50.00
55.00
50.00
52.63
55.00
45.00
61.11
55.00
52.63
55.00
47.62
55.00

ANEXO

GGCCAACGTTTTTATCGTACC
CAGCCTCAATGCAGCAAATA
CTCGAAGCTGTTGCGTGTAG
TGCGACTAACTCCAAAGTCG
TCCATCGAGACCTCAAGTCC
TCATTGCTCTCGATCTACCG
GAGAGCGACGGAGCTTTIT
TTTAATGTGGCTGCGTTGAC
TCCGCCAGCTTATCATTACC
TAATGATAAGCTGGCGGATG
TCAGGAACGTGTCAATCTGG

GAGAATGAAGAAACGTCTGAGGA

CAACGCAGCCACATTAAAAA
AGGAGCTCAAGACGCTGTTC
GCGTCCTCGCACATCTTAAA
TCTGGTCGAAGCGACTAAGC
CGGTCTACAATGCTCCTGCT

CAGTTATCAAATGGCAATCACAA

AGTCGGTGCCACAACTTACC
AGTCTTACGCCGCTGTTGAT
GCGTCTCCCTTCTGTCTACG
GTACATGGCATCTCCCAAGC
TTCGCAAATGGACACTTCAG
TAGTGCTGGGAGAGCTTCGT
CAATGCGGTTGAAAAATGTG
CATCGAGAACTGGGTGCATA
TTTACACATCCCTGCCTTGA
CCACGGATTTTCCCTTACAG
AACGACTCACGTTCCTCCTG
GACCTGGATCATGGCTTTTC
GCCCTTGATCATCTCTGCTG
CGAGGTTTTACCAGCATCGT
GCGGAGGCTTTCGATAACT
CGCCCAACCTCTCTCTTCTT
CCGCTCGCAATCTAAAAAGT
CCTCGCTGAGCGTGAATC
CACAGGAGCTGGCGATTACT
GATCACGATGTCGGTTTCG
GCCGAGGTGGTAAACTCACT
TGTTCTGTGCCTTCTTCCTTG
TTGTCGACAGCGTCACTACC
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ANEXO

1.53_801138 FORWARD 20 60.26 50.00 ATTTGCTGTCGTTCGAGTCC
1.53 801138 REVERSE 20 58.69 50.00 ATAGATATGGGGAGGCATGG
1.6_2277226 FORWARD 20 59.70 55.00 TAGGATGGACGTGTCGACTG
1.6_2277226 REVERSE 20 60.28 55.00 ACTCGCTTCGGTCAGGTATG
1.60_313677 FORWARD 19 59.54 52.63 CTTTGGACAGCGCATTCTC
1.60_313677 REVERSE 20 59.95 55.00 GCTCCTGACGAGCGAATATC
1.63_646558 FORWARD 20 60.21 50.00 GACGCGGATACCTTGAGAAA
1.63_646558 REVERSE 19 61.44 57.89 CCCATAACAGCCCGAACAG
1.64_470447 FORWARD 20 61.10 50.00 ACGATGAAGTGGCCAAACAG
1.64_470447 REVERSE 20 59.75 55.00 AGCTTCACGTCCTGCTTICTC
1.66_466001 FORWARD 20 59.29 50.00 CAGCGTCCTGATGTTGTTTC
1.66_466001 REVERSE 20 60.11 50.00 GGAACTGCCACGGAAAGTAA
1.67_337817 FORWARD 20 59.86 55.00 GATACTGTGGTGCTGGCTCA
1.67_337817 REVERSE 19 60.06 57.89 CATCCAGGATCGTCGACAC
1.67_362687 FORWARD 18 60.15 61.11 GCACTGCGTGATCGACAG
1.67_362687 REVERSE 20 59.73 55.00 CCCAGCTTTCCTCACGTTAC
1.69_251262 FORWARD 20 60.39 60.00 CAGAGAGTCCTGAGGGGTGA
1.69_251262 REVERSE 20 59.83 55.00 TATGGGAGACACCTCGCTCT
1.7_3067555 FORWARD 20 59.68 50.00 GCACGAGATGGTCGTAATCA
1.7_3067555 REVERSE 19 60.38 57.89 GCTCCGTCCTACGATTGCT
1.7_3487748 FORWARD 21 59.37 38.10 TTTTCTTITGGCCAACTCTITG
1.7_3487748 REVERSE 20 59.87 50.00 TGACGACTCGTGCGTTTATC
1.7_4041958 FORWARD 19 60.27 47.37 TGTGTTAACGCAGCCGATT
1.7_4041958 REVERSE 20 59.87 50.00 ACAGCTCTCGTTCGTTCCAT
1.72_552467 FORWARD 20 60.01 60.00 CCGTCCTCGACGAAGAGTAG
1.72_552467 REVERSE 20 60.99 50.00 CGAATGAGCCCCAATCTACA
1.8_1767503 FORWARD 19 59.47 42.11 GCATCCGCCATTATGAAAA
1.8_1767503 REVERSE 20 59.80 45.00 TCACATCCAAATCTGCTTCG
1.8_2653523 FORWARD 21 59.30 47.62 GCTCGATCAACTCATCAACCT
1.8_2653523 REVERSE 20 60.15 45.00 AACAAGTCGGCCAACAAAAG
1.8_2944433 FORWARD 20 59.44 50.00 CTTCACTTCGCTTGTGATGG
1.8.2944433 REVERSE 19 59.98 52.63 GAACTGTTCGACGGCTTCA
1.83_45429 FORWARD 19 60.25 57.89 GATGTGGCGAGCTGAGAGA
1.83_45429 REVERSE 20 61.64 50.00 ATGCGCAGTAGCACCATCAT
1.89_310701 FORWARD 20 60.18 50.00 GGCTAACCCCCAAAAAGGTA
1.89_310701 REVERSE 21 60.12 42.86 TTCGAGAGCTTCTTGTCCAAA
1.9 1295185 FORWARD 20 59.45 50.00 ATGGTTCGCTGTGGTGTATG
1.9_1295185 REVERSE 19 60.37 57.89 AGCAGGAGGCTCAATGGAC
1.9_2581958 FORWARD 20 60.27 55.00 ATGGTCGACACTTGCCTCTC
1.9 2581958 REVERSE 22 59.22 45.45 GATGAAGTGATCGAGTTGTCGT
1.9 3123848 FORWARD 20 59.79 50.00 GTCGACAACGATCGAGATGA
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ANEXO

1.9_.3123848 REVERSE 20 58.65 40.00 TCTTCGCAGCTTCCAAAATA
1.9 3721006 FORWARD 20 60.27 55.00 AGTTCCTGGATGACGCTGAC
1.9 3721006 REVERSE 20 60.25 50.00 AGCGAACAATTGGTCCTCTG
1.9 3795561 FORWARD 21 59.37 42.86 CGTTCGGGTCAAAATAATACG
1.9 3795561 REVERSE 21 59.77 47.62 GAACAAACCTGCTTGAAGTGG
1.95_137980 FORWARD 20 59.52 50.00 CCTCGCGTTTAAGACGAGTT
1.95_137980 REVERSE 20 59.99 45.00 CAAAGAGAAATGCAGCACCA

Oligonucledtidos utilizados en el servicio MonsterPlex para amplificar los 98 blancos moleculares para
el analisis de secuenciacion de amplicones. Se lista la posicion respecto del genoma de referencia, la
orientacioén del primer, largo, temperature de annealing, %GC y secuencia de los primers.
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