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Resumen

El cultivo de maiz (Zea mays L.) puede verse afectado por diversos patdégenos de espiga
tales como Fusarium verticillioides (necrétrofo; FV) y Fusarium graminearum
(hemibiétrofo; FG), que contaminan los granos con micotoxinas perjudiciales para la
salud humana y animal. Asimismo, Ustilago maydis (bi6trofo; UM) causa hipertrofia e
hiperplasia de los tejidos de los granos. Aunque actualmente existe una amplia variedad
de datos transcriptémicos publicamente disponibles sobre las respuestas del maiz frente
a diversos patodgenos; en el caso particular de FV, FG y UM los estudios centrados en
la resistencia multiple a enfermedades. aln son escasos.

El objetivo de este trabajo fue identificar genes comunes involucrados en las respuestas
de resistencia o susceptibilidad del cultivo de maiz frente a estos tres patégenos de
espiga con distintos mecanismos de patogénesis.

Se utilizaron datos transcriptomicos de alta calidad publicamente disponibles
provenientes de seis proyectos almacenados en National Center for Biotechnology
Information (NCBI) o en National Genomics Data Center (NGDC). En estos proyectos,
se habia evaluado la respuesta de genotipos resistentes y susceptibles frente a la
infeccion artificial con FV, FG o UM a diferentes tiempos.

Se evalud la calidad de la secuenciacion de los datos (FastQC) y las reads que
superaron los controles de calidad se mapearon al genoma de maiz (HISAT2) en la
dltima version disponible (v5). Posteriormente, se cuantificaron los transcriptos
mapeados en regiones exonicas (featureCounts). Finalmente, se determinaron los
genes diferencialmente expresados (edgeR) y fueron vinculados a términos ontolégicos
(g:profiler).

Los genes diferencialmente expresados en genotipos resistentes se asociaron con las
vias de biosintesis de betalainas, biosintesis de brasinoesteroides, biosintesis de
metabolitos secundarios, fotosintesis-proteinas del complejo antena, fotosintesis,
metabolismo de porfirinas, metabolismo del almidén y la sacarosa, metabolismo del
nitrégeno, ribosoma y transducciéon de sefiales de hormonas vegetales.

Con la informacion proporcionada de los genes diferencialmente expresados en los
genotipos susceptibles se lograron asociar las vias biosintesis de fenilpropanoides,
biosintesis de varios metabolitos secundarios vegetales, interaccion planta-patégeno,
metabolismo de cisteina y metionina, metabolismo de glutatién, fijacion de carbono en
organismos fotosintéticos, biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano, biosintesis del
esqueleto de terpenoides, degradacion de valina, leucina e isoleucina, endocitosis,
metabolismo de cisteina y metionina, metabolismo de pirimidinas, metabolismo del

carbono, procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico, proteasoma,



remodelacién de cromatina dependiente de ATP, reparacion de mismatch, replicacion
de ADN y ribosoma.

Este metaanalisis permiti6 compilar, estandarizar y comparar simultaneamente las
respuestas del cultivo de maiz frente a tres patdgenos con estilos de patogénesis
marcadamente diferenciados. Estos resultados contribuyen a una mejor comprension
de los mecanismos comunes subyacentes a la resistencia mdltiple. La posterior
validacién de los genes asociados a estas vias permitird confirmar y reforzar estos
resultados, facilitando su implementacion en programas de mejoramiento orientados al

desarrollo de maices con resistencia multiple a enfermedades.
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1. Introduccion

La poblacion mundial se encuentra en constante crecimiento: actualmente, se estima
que alcanza los 8,2 mil millones de habitantes, con proyecciones de llegar a un pico de
aproximadamente 10,3 mil millones de personas a mediados de la década de 2080
(Naciones Unidas, 2024). Este crecimiento continuo supone un desafio para el sistema
agroproductivo, ya que es necesario satisfacer la creciente demanda de alimentos,
mientras se mantiene la seguridad alimentaria.

El cultivo de maiz (Zea mays L.) surge como una excelente opcion para satisfacer esta
demanda, dado que posee un gran volumen de produccién a nivel mundial y nacional,
destinado principalmente a la alimentacibn humana y animal (Andrade et al., 2023;
Presello et al., 2022; ILSI Argentina, 2006)

Durante la campafa 2023/2024, en Argentina se sembraron 11 millones de hectareas
con una produccion total de aproximadamente 57 millones de toneladas. Se estima que
casi el 70% de la produccion provino de la regién centro (zona maicera nucleo), la cual
abarca el norte de la provincia de Buenos Aires (incluyendo a Pergamino, entre otras
localidades) (Bolsa de Comercio de Rosario, 2024).

A pesar de la gran superficie sembrada, y en contra de un gran volumen de produccién,
el cultivo puede verse afectado por diversos patdégenos y plagas que ponen en jaque la
productividad y la calidad de los granos, aumentando la brecha entre el rendimiento
potencial y el real (Eyhérabide, 2012). Ademas, la baja calidad de los granos condiciona

SuU consumo y exportacion.

La interaccion de la planta de maiz con sus patégenos implica una infinidad de
estrategias de defensa por un lado y de colonizacién por el otro. Un sinnimero de
relaciones complejas ocurren, las cuales son clave para la supervivencia y el fithess de
ambos. En pocas palabras, en un ambiente favorable para el desarrollo de la
enfermedad, la diferencia entre la capacidad del patégeno para infectar y la capacidad
de la planta para resistir generard la sintomatologia de la enfermedad resultante y
determinard la gravedad de la infeccién (Karasov et al., 2014; Kanzaki et al., 2012;
Benton, 2009; Bergelson et al., 2001; Dangl & Jones, 2001).

Los patdgenos presentan mecanismos y estrategias particulares para nutrirse, infectar
y producir sintomas, pudiéndose clasificar en biotrofos, hemibiétrofos y necrotrofos
(Iglesias, 2015; Mengiste, 2012; Heller & Tudzynski, 2011; Glazebrook, 2005). Los

biotrofos colonizan tejido vivo y se nutren sin matar a las células del hospedante,



manipulando su fisiologia en beneficio propio y estableciendo una interaccién intima y
de largo plazo (Doehlemann et al.,, 2017; Boddy, 2016; Lo Presti et al., 2015;
Glazebrook, 2005). Los necrétrofos, en cambio, necesitan matar a las células del
hospedante para extraer nutrientes. Sus estrategias patogénicas son mas agresivas e
incluyen un arsenal de compuestos fitotoxicos y enzimas degradadoras de la pared
celular (CWDE, por sus siglas en inglés, Cell Wall Degrading Enzimes) que inducen la
muerte celular y la liberacién de nutrientes (Abdullah & Akhtar, 2016; Mengiste, 2012).
Los hemibiétrofos forman un grupo intermedio que luego de un periodo inicial de
duracién variable como biétrofos, se transforman y se comportan como necroétrofos
(Doehlemann et al., 2017).

Las plantas presentan mecanismos de defensa, segun los fendbmenos de contacto y
reconocimiento con sus potenciales patdgenos que pueden ser constitutivos o
inducibles. Los mecanismos de defensa constitutivos son las defensas primarias o
mecanismos de defensa preexistentes. En cambio, los mecanismos de defensa
inducibles deben ser activados mediante el reconocimiento del patégeno, dividiéndose
en dos fases: la PTI (del inglés Pathogen triggered immunity, conocida también como
inmunidad innata y/o basal) y la ETI (del inglés Effector triggered immunity, denominada
inmunidad desencadenada por efectores) (Dodds & Rathjen, 2010; Bent & Mackey,
2008; Jones & Dangl, 2006).

Los mecanismos suelen ser similares ante patégenos con el mismo estilo de
patogénesis, pero aun se desconocen vias metabdlicas comunes implicadas en la
resistencia a patdgenos con diferentes estilos de patogénesis, dado que su interaccion
con los mecanismos de defensa del hospedante tiende a ser diferente.

La defensa contra biétrofos se basa en la muerte celular programada del hospedador y
en la activacion de respuestas de defensa reguladas por la via dependiente del acido
salicilico. Sin embargo, los necrétrofos requieren de la muerte celular del hospedador
para poder sobrevivir, por lo que no se ven limitados por la muerte celular o por las
defensas dependientes del acido salicilico. En el caso de los necrotrofos, la defensa
efectiva se da por un conjunto de respuestas activadas por la sefializacion del del acido
jasmonico y el etileno (Xin et al., 2025; Macioszek et al., 2023; Zou et al., 2022; Borrego
& Kolomiets, 2016; Ziemann et al., 2018; Zhang et al., 2017; Pieterse et al., 2009;
Glazebrook, 2005).

Dadas las particularidades de cada patdgeno resulta sumamente desafiante, asi como
necesaria, la identificacion de los mecanismos que confieren resistencia a pesar de que

estos presenten diferentes estilos de patogénesis.



Entre los patdgenos mas importantes que infectan la espiga de maiz, érgano involucrado
directamente en el rendimiento, se destacan Fusarium verticillioides y F. graminearum,
causantes de contaminacion de los granos con micotoxinas perjudiciales para la salud
humana y animal (Michelmore et al., 2017; Q. Yang, Balint-Kurti, et al., 2017; Warburton
& Williams, 2014; Ali & Yan, 2012; Iglesias et al., 2008; Wisser et al., 2006) y Ustilago
maydis causante de tumores en los tejidos de los granos.

Particularmente, Fusarium verticillioides, F. graminearum y Ustilago maydis presentan

distintos mecanismos para nutrirse, infectar y producir sintomas.

1.C.1. Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg [(= F. moniliforme (Sheldon), teleomorfo
Gibberella moniliformis (Wineland) (=G. fujikuroi (Sawada Ito in Ito y Kimura, mating type
A)], especie de Fusarium predominante en Argentina (Iglesias, com. personal), es el
agente causal de la podredumbre de la espiga por Fusarium (FER, por sus siglas en
inglés, Fusarium ear rot).

Los sintomas de la FER se caracterizan por el crecimiento de un micelio algodonoso
blanco levemente rosado y por la aparicion ocasional de estrias blancas sobre el
pericarpio de granos al azar, grupos de granos o en areas limitadas de la espiga. En las
espigas se observan mdltiples sitios de infeccion independientes (Figura 1) (Mesterhazy
et al., 2012; Munkvold, 2003).

Figura 1. Fusarium verticillioides (FV). A. Espigas de maiz con sintomas caracteristicos de podredumbre de
la espiga causada por FV. Gentileza del equipo de la Dra Iglesias. B. Cultivo de FV en placa de Petri con

medio agar papa glucosado. C. Conidios de FV observados bajo microscopio ptico (40X).

F. verticillioides presenta una alta tasa de incidencia, debido principalmente a que
coloniza los distintos tejidos de la planta de maiz a partir de diferentes puntos de entrada,

pudiendo causar multiples enfermedades a lo largo de las etapas del desarrollo del



cultivo (Xu et al., 2023; Blacutt et al., 2018; de la Torre-Hernandez et al., 2014).
Adicionalmente, sobrevive como saproéfito sobre los rastrojos del cultivo.

Las tres formas en las que F. verticillioides puede infectar al maiz son: infeccién
sistémica de las plantulas, infeccidén de la mazorca a través de la colonizacién de los
estigmas y/o heridas en grano; e infeccion del tallo y la mazorca por dafio mecanico .
(Blacutt et al., 2018; de la Torre-Hernandez et al., 2014).

El primer tipo de infeccidon ocurre durante y desde la germinacion de la semilla, y el
desarrollo de la plantula. Es clave destacar que F. verticillioides se encuentra
estratégicamente posicionado para infectar la planta, dado que puede sobrevivir en las
semillas o en el suelo (de la Torre-Hernandez et al., 2014; Cotten & Munkvold, 1998).
La segunda via de infeccion de F. verticillioides es la via mas comun. Para que se
desarrolle, es necesario que el inéculo aéreo y los conidios transportados por el agua
de lluvia o el viento se depositen en el canal de estigmas. Asi, se facilita el acceso a las
células del pericarpio y la hifa del hongo crece en la superficie de la cuticula para poder
acceder al grano, a través de la parte inferior del canal estilar, incluso en ausencia de
lesiones mecanicas (Blacutt et al., 2018; de la Torre-Hernandez et al., 2014).

La ultima via de infeccién mencionada se da por el dafio mecanico de insectos o plagas
que se alimentan de la planta de maiz y permiten el acceso de conidios de F.
verticillioides (Blacutt et al., 2018; de la Torre-Hernandez et al., 2014).

Si nos enfocamos en el ciclo de vida del maiz, se ha propuesto que el ciclo de la
enfermedad causada por F. verticillioides puede comenzar con la germinacion de
semillas en suelos que contienen este patégeno, pudiendo desarrollar pudricion
agresiva y tizén de plantulas. Si no se dan las condiciones que promueven la
enfermedad, el tipo de colonizacion es endofitica. Las heridas en el tallo causadas por
dafio mecénico o alimentacién de insectos se convierten en puntos de infeccién para F.
verticillioides y pueden resultar en pudricién del tallo. En la etapa de la emision de los
estigmas, F. verticillioides puede colonizar los granos de maiz a través del canal de
estigmas. Los insectos se alimentan de hojas, tallos, espigas y tejidos del cuello de la
planta, proporcionando puntos de infeccion para las pudriciones de tallo y espiga por F.
verticillioides. Después de la cosecha, el hongo es capaz de sobrevivir y esporular en el
rastrojo del cultivo, proporcionando inéculo para infecciones posteriores (Xu et al., 2023;
Blacutt et al., 2018).

En cuanto al modo de nutrirse, infectar y producir sintomas, F. verticillioides se clasifica
como patdégeno necrotrofo, es decir que, para sobrevivir, requiere matar las células del
hospedante para colonizar tejido muerto. Para lograr la desintegracion celular y la
colonizacién del espacio intracelular, puede sintetizar enzimas liticas y toxinas, sin

generar estructuras especializadas, como haustorios o apresorios, que le permitan el



ingreso a las células o tejidos del hospedante (Xu et al., 2023; Blacutt et al., 2018; de la
Torre-Hernandez et al., 2014).

Las micotoxinas sintetizadas por F. verticillioides son principalmente las fumonisinas
(Blacutt et al., 2018), pero también producen otras micotoxinas como el acido fusérico,
la fusarina C, las naftoquinonas y la moniliformina (de la Torre-Hernandez et al., 2014).
La fumonisina FB1 es la que mas detalladamente se ha descripto, afecta el metabolismo
de esfingolipidos y causa muerte celular (Voss et al., 2007), facilitando la supervivencia

y progreso de F. verticillioides.

1.C.2. Fusarium graminearum

Fusarium graminearum Schwabe (teleomorfo Gibberella zeae Schwein) es el patégeno
causal de la podredumbre de la espiga por Gibberella (GER, por sus siglas en inglés,
Gibberella ear rot).

El sintoma caracteristico de la podredumbre causada por F. graminearum se distingue
por el crecimiento de un micelio de color rojizo sobre los granos de maiz. Generalmente,
comienza como un micelio blanco en la punta de la espiga y se extiende hacia la base,
tornandose rojizo o rosado en los granos infectados, siendo capaz de cubrir una gran
parte de la espiga (Dinolfo et al., 2022; Mesterhazy et al., 2012; Munkvold, 2003) (Eigura
2).

Figura 2. Fusarium graminearum (FG) A. Espigas de maiz con sintomas caracteristicos de podredumbre
de la espiga causada por FG. Gentileza del equipo de la Dra. Iglesias. B. Cultivo de FG en placa de Petri

con medio agar papa glucosado. C. Conidios de FG observados bajo microscopio éptico (20X).

F. graminearum puede ingresar a la planta de maiz por los mismos sitios de entrada que
F. verticillioides. El riesgo de infeccion es mas alto durante la floracion (Lipps et al., 2025)
Si al igual que con F. verticillioides, observamos el ciclo de la enfermedad desde el punto
de vista del ciclo de la planta de maiz, F. graminearum comienza su ciclo como saprdfito,

ya que es capaz de sobrevivir en residuos organicos y vivir como endofito en otras



especies de gramineas (Lipps et al., 2025; Lofgren et al., 2018; Leplat et al., 2013). Esta
etapa es clave dado que determina la carga de inoculo inicial. Cuando se dan las
condiciones climaticas, inicia la fase infectiva, donde es necesario que se produzca la
formacion de las estructuras reproductivas, conidios asexuales y ascosporas sexuales,
las cuales se diseminan por el viento, salpicaduras de lluvia e insectos y entran en
contacto con el hospedante (Lipps et al., 2025; Munkvold 2003).

F. graminearum, patégeno hemibiétrofo, inicia la colonizacién del hospedante de
manera biotréfica e intercelular, colonizando tejido vivo del hospedante. Luego de un
periodo de tiempo, este patdgeno comienza a comportarse como necrotrofo en una fase
que implica mayor virulencia y agresividad, donde comienza a crecer de forma
intracelular y genera muerte celular (Audenaert et al., 2013).

Finalmente, los conidios permanecen en el rastrojo como fuente de inoculo para iniciar
un nuevo ciclo. Como consecuencia, la incidencia de F. graminearum varia segun las
campanas (Sampietro et al., 2013).

F. graminearum produce micotoxinas, particularmente deoxinivalenol (DON), una toxina
que inhibe la sintesis de proteinas en eucariotas (Bennett & Klich, 2003) y actia como
factor de virulencia durante la infeccion, sobre todo en la etapa necrotréfica, ya que
desencadena la sintesis de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés, Reactive Oxygen Species) y consecuentemente muerte celular (Doehlemann et
al., 2017; Tian et al., 2016; Audenaert et al., 2013). En la fase saprofitica, el DON le
proporciona ventajas competitivas frente a otros microorganismos (inhibe uniones
peptidicas a nivel de ribosomas). Ademas, F. graminearum genera zearalenona, la cual
incrementa la actividad estrogénica en animales domésticos de produccion. Ambas

micotoxinas son sumamente perjudiciales para la salud humana y animal.

1.C.3. Ustilago maydis

Ustilago maydis (Persoon) Roussel es el agente causal del carb6n comun del maiz.

El carbon coman del maiz se caracteriza por la formacion de agallas o tumores debido
a la hipertrofia e hiperplasia de tejidos en activo crecimiento y se forman frecuentemente
en todas las partes aéreas de la planta, incluidas, las espigas femeninas (Figura 3) y

masculinas, tallos, nudos y hojas.



Figura 3. Ustilago maydis (UM). A. Espiga de maiz con sintomas caracteristicos del carbén comun causada
por UM. Gentileza del equipo de la Dra. Iglesias. B. Teliosporas provenientes de agallas eruptivas de UM.

Extraida de https://www.canr.msu.edu/news/ustilago-maydis

U. maydis se puede clasificar como patdgeno biétrofo, es decir que requiere colonizar
tejido vivo para su supervivencia. De hecho, U. maydis crece como una levadura
haploide en forma saprofitica (Matei & Doehlemann, 2016). Para comenzar el ciclo de
la infeccion, es necesario que las esporas depositadas en la epidermis del hospedante
germinen y perciban una sefial de feromona compatible para inducir la fusion de dos
esporas (Ferris & Walbot, 2020; Matei & Doehlemann, 2016). Consecuentemente, se
formara un dicarion con capacidad infectiva que crece en forma filamentosa. Este paso
de apareamiento es crucial para el cambio morfolégico del crecimiento similar a
levaduras al crecimiento filamentoso y la formacion de estructuras de infeccion (Matei &
Doehlemann, 2016). A continuacion, la punta de la hifa se engrosa y forma un apresorio
poco diferenciado y no melanizado. La formacién de estas estructuras de penetracion
es desencadenada por la deteccién de sefales fisicas y quimicas, tales como la
hidrofobicidad de la superficie de la planta y la percepcién de &cidos grasos (Matei &
Doehlemann, 2016; Mendoza-Mendoza et al.,, 2009). La penetracidon ocurre como
consecuencia de la accion de una mezcla de enzimas liticas que degradan la pared
celular y de presion osmoética, en lugar de mediante fuerza mecéanica (Djamei et al.,
2023; Zou et al., 2022; Matei & Doehlemann, 2016; Lanver et al., 2018, 2014; Brefort et
al., 2009; Schirawski et al., 2005).

Tras la penetracion de la superficie de la planta, U. maydis crece en forma intracelular,
rodeado por la membrana plasmética de la célula hospedante. El desarrollo biotréfico
temprano se caracteriza principalmente por un crecimiento intracelular, donde las hifas
pasan de una célula a otra sin causar sintomas visibles. Las hifas intracelulares estan
continuamente rodeadas por la membrana plasmatica de la planta, lo que establece una
zona de interaccién biotréfica que facilita la obtencion y el intercambio de nutrientes y

moléculas de sefializacion. U. maydis no forma haustorios, sino que establece una
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intima asociacion con la membrana plasmatica del hospedador, que actlia como una
interfaz para adquirir nutrientes, intercambiar sefales y enviar moléculas que modifican
la célula vegetal (Djamei et al., 2023; Djamei & Kahmann, 2012; Doehlemann et al.,
2008; Banuett & Herskowitz, 1996).

Para suprimir el sistema inmunolégico innato de la planta y manipular su metabolismo,
U. maydis secreta efectores durante su crecimiento. Existen dos grandes clases de
efectores: centrales, que son secretados por el hongo independientemente del rgano
infectado y especificos de tejido, cuya expresion varia segun el érgano, tejido o tipo
celular de la planta infectado (Djamei et al., 2023; Lo Presti et al., 2015; Djamei &
Kahmann, 2012).

Finalmente, una vez que logra establecer una interaccion directa con el hospedante, U.
maydis crece dentro de las agallas de manera intercelular y se incrusta en una matriz
extracelular (Djamei et al., 2023; Horst et al., 2010; Doehlemann et al., 2008).
Consecuentemente, se observa un crecimiento sustancial (hipertrofia) y una division
celular excesiva en el hospedador (hiperplasia), que constituyen las etapas iniciales de
la formacién de tumores (Djamei et al., 2023; Matei et al., 2018; Gao et al., 2013). Al
finalizar el ciclo, es decir, luego de que ocurra de la cariogamia y la fragmentacion de
las hifas, se liberan precursores de esporas diploides que maduran en teliosporas
melanizadas negras y se dispersan por el viento o el agua (Djamei et al., 2023).

Si bien U. maydis no produce toxinas perjudiciales para la salud humana y/o animal,
afecta severamente los rendimientos en afios favorables. Ademas, la formacion de
agallas o tumores puede facilitar la infeccién de F. verticillioides y F. graminearum (y sus

micotoxinas asociadas) (Thompson & Raizada, 2018).

Las enfermedades causadas por F. verticillioides, F. graminearum y U. maydis afectan
negativamente al cultivo de maiz, lo que genera la necesidad de implementar estrategias
gue minimicen sus efectos adversos. Esfuerzos significativos en la mitigacién de
enfermedades a través del manejo de cultivos son necesarios para reducir riesgos
futuros (Dinolfo et al., 2022).

Un factor clave que determina la progresion de las enfermedades mencionadas
anteriormente es el nivel de resistencia o susceptibilidad de los genotipos, por lo que los
programas de mejoramiento enfocados en el desarrollo de resistencia son una
herramienta fundamental. Gracias a esta estrategia no solo se contribuye a la

prevencion y manejo sanitario, sino que también representa una alternativa sostenible y



durable?! para el control de las enfermedades (Ali & Yan, 2012; Mesterhazy et al., 2012;
Warburton et al., 2009; Jacobs & Parlevliet, 1993). Para que esta estrategia tenga éxito,
es necesaria una comprension profunda de la arquitectura genética que subyace a la
resistencia.

La resistencia genética puede clasificarse en dos tipos: cualitativa (monogénica, vertical,
de corta duracién) (St. Clair, 2010) y cuantitativa (poligénica, horizontal, de larga
duracién) (Burbano-Figueroa, 2020; Niks et al., 2015; Jacobs & Parlevliet, 1993).

En maiz, la mayoria de los genotipos élite presentan resistencia de tipo cuantitativa
(Wisser et al., 2011, 2006; Q. Yang, Balint-Kurti, et al., 2017), donde la expresion
fenotipica resulta de la suma de pequefios efectos génicos aportados por maltiples loci.
Las enfermedades comunes en la zona ndcleo maicera del pais, como las
podredumbres de espiga, desencadenan respuestas de defensa que combinan loci
raza-especificos con efectos mayores involucrados en el reconocimiento del patégeno
(defensas inducidas tipo PTI/ETI) y loci de efecto menor asociados a la defensa basal
constitutiva (Riedelsheimer et al., 2012).

Un objetivo clave en los programas de mejoramiento es la resistencia mdultiple a
enfermedades (MDR, por sus siglas en inglés Multiple Disease Resistance), es decir la
resistencia efectiva frente a mas de un patégeno (Wiesner-Hanks & Nelson, 2016; Nene,
1988). La MDR surgiria de manera natural por la presion ejercida por patdgenos
coocurrentes sobre la adaptacion de la planta y, de forma artificial, por la seleccién y el
mejoramiento genético a lo largo del tiempo (Ali et al., 2013; Wisser et al., 2006). En
maiz, existen diversas regiones gendémicas asociadas a (Qiu et al., 2020; Q. Yang et al.,
2017; Wisser et al., 2006).

Alcanzar una resistencia efectiva contra multiples patégenos es un desafio debido a la
naturaleza cuantitativa de la resistencia, la influencia ambiental sobre la severidad de
las enfermedades y la limitada caracterizacion de los genes involucrados (Lanubile et
al., 2015; Dolezal et al., 2014; Shu, 2014; Warburton & Williams, 2014; Munkvold, 2003;
Payne, 1986). Ademas, particularmente para las enfermedades contempladas en esta
tesis, los patdgenos tienen distintos estilos de patogénesis y su interaccion con los
mecanismos de defensa del hospedante tenderia a ser diferente. Para optimizar la MDR,
es necesario un enfoque interdisciplinario que combine conocimientos de genética,

biologia, bioinformatica, agronomia y microbiologia.

lcorresponde a la definici-n de resistencia fAdur

Parleviet y de Plank, desde los afios 70 en adelante.

Resistencia durable, que no se quiebra ante diferentes razas del patégeno o patotipos. También se puede
encontrar como resistencia horizontal. Es un tipo de resistencia genética codificada por varios genes
(cuantitativa) y que conduce a una resistencia parcial a la enfermedad (Burbano-Figueroa, 2020).
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El genoma de maiz presenta una estructura compleja con una gran cantidad de
elementos repetitivos y transposones (Bennetzen & Hake, 2009) y una distribucion
bimodal del contenido de guanina-citosina (GC) (Sundararajan et al., 2016). Se divide
en 100 bins, segmentos de aproximadamente 20 centimorgans (cM). Cada bin se define
por la posiciébn de marcadores moleculares fijos (Davis et al., 1999; Gardiner et al.,
1993).

El maiz es conocido por su gran diversidad genética y estructural (Bennetzen et al.,
2018; Hufford et al.,, 2021; McClinctock, 1950). Hufford y colaboradores lograron
secuenciar una poblacion NAM (del inglés, Nested Association Mapping), desarrollada
para estudiar la arquitectura genética del maiz, y revelar la variacion tanto en las
regiones génicas como en las repetitivas del pangenoma. Estos datos son clave porque
permiten un enfoque multirreferencial que emplea diversas lineas endocriadas (Hufford
et al., 2021). Sin embargo, hasta la Ultima secuenciacién de su genoma, toda la
informacién se centraba en la linea endocriada B73. Actualmente, estd en activo
desarrollo un nuevo enfoque que provee una aproximaciéon al pangenoma vy
consecuentemente, explorar una mayor proporcion de la variabilidad (Hufford et al.,
2021).

La transcriptdbmica es la rama de la bioinformética que se dedica al estudio del
transcriptoma, es decir, la totalidad de los transcriptos de un organismo en una
determinada célula, tejido u organismo (Mahmood et al., 2022; Zhou et al., 2022; Lowe
et al., 2017; McGettigan, 2013).

Gracias al avance de tecnologias de secuenciacion de acidos nucleicos de alto
rendimiento y con el objetivo de capturar y cuantificar los transcriptos presentes en un
extracto de ARN, se ha desarrollado el método de RNA-seq que involucra secuenciacion
de alto rendimiento y los respectivos métodos computacionales de analisis (Lowe et al.,
2017; Ozsolak & Milos, 2011, 2010; Wang et al., 2009; Shendure & Ji, 2008). De esta
forma, se pueden identificar genes activos en un momento determinado y modelar el
nivel relativo de expresion génica (Lowe et al., 2017).

Los avances en la transcriptomica, junto con otras disciplinas émicas, han acelerado
significativamente el proceso de mejoramiento genético. Esta herramienta permite
detectar y cuantificar qué genes se activan o se reprimen bajo determinadas condiciones
ambientales. Consecuentemente, facilita la identificacion de las vias metabdlicas
implicadas y mejora la comprension de los procesos biolégicos, asi como de los
mecanismos moleculares involucrados. Ademas, resulta sumamente Util para estudiar

la respuesta de los organismos frente a distintos tipos de estrés, tanto biéticos como



abioticos (Wang et al., 2024; Farooqi et al., 2022; Liu et al., 2022; Mahmood et al., 2022;
Yang et al., 2021; Miedaner et al., 2020; Varshney et al., 2018).

Debido a la importancia de las enfermedades causadas por F. verticillioides, F.
graminearum y U. maydis, se han llevado a cabo humerosos estudios donde se evalGa
su impacto sobre la expresion génica del cultivo, a modo de identificar posibles genes y
vias metabdlicas involucrados en la resistencia a estos patégenos (Yuan et al., 2024;
Ruan et al., 2021; Schurack et al., 2021; Kebede et al., 2018; Shu et al., 2017; Lanubile
et al., 2014).

Consecuentemente, en la actualidad, se puede encontrar un gran volumen de datos
transcriptomicos disponibles en bases de datos publicas, provenientes de estudios
donde se evalla la respuesta de defensa del cultivo de maiz a estos patégenos (Harris
et al., 2020; Michelmore et al., 2017; Nannas & Dawe, 2015). No obstante, en la mayoria
de estos estudios se ha evaluado la respuesta de la planta bajo el efecto de un solo
patégeno, sin evaluar de manera conjunta la expresion génica implicada en la respuesta

simultanea a varias de estas enfermedades.

El metaanalisis se ha consolidado en la bioinformatica como una herramienta poderosa
para la integracion de datos provenientes de multiples estudios independientes por mas
de una década (Rung & Brazma, 2012). Esta metodologia permite identificar patrones
consistentes entre diferentes experimentos y mejorar la robustez de los resultados. Su
aplicacion es especialmente valiosa en el andlisis de expresion génica diferencial, ya
que al combinar datos transcriptomicos de diversas fuentes, se incrementa la potencia
estadistica y se reduce la variabilidad asociada a cada estudio individual.

Como se mencion6 anteriormente, en la actualidad, existe un gran volumen de datos
transcriptomicos publicamente disponibles provenientes de estudios donde se ha
evaluado la respuesta del cultivo de maiz a F. verticillioides, F. graminearum y U.
maydis. Sin embargo, en estos estudios se ha evaluado el efecto de cada patégeno de
forma individual.

El reandlisis integral y comparativo de los datos provenientes de estos estudios podria
permitir la identificacion de genes que se expresan diferencialmente en maiz en
respuesta a cualquiera de los tres patdgenos, revelando asi un conjunto de genes
comunes cuya expresion se activa en respuesta a mas de una de estas enfermedades
aunque se evaluen de forma separada. Estos genes, y las vias metabdlicas o de
sefalizacién asociadas, podrian representar componentes clave en la resistencia a

multiples patdégenos en maiz.



2. Hipotesis y Objetivos

Las respuestas que definen los mecanismos de resistencia o susceptibilidad de lineas

de maiz a diversos patdégenos de espiga y granos de maiz involucran vias comunes.

2.B.1. Objetivo general

1. Identificar genes comunes involucrados en las respuestas de resistencia o
susceptibilidad de la planta de maiz a patégenos con distintos mecanismos de

patogénesis.
2.B.2. Objetivos especificos

1. Seleccionar los datos provenientes de estudios de RNA-seq, disponibles en
bases de datos publicas, que contengan la mayor cantidad de informacién para

infecciones de espigas de maiz por distintos patégenos.

2. Evaluar patrones de expresion génica de lineas endocriadas contrastantes en su
respuesta frente a la infeccibn por Fusarium verticillioides, Fusarium

graminearum y Ustilago maydis en etapas tempranas de la infeccién.

3. Determinar los genes que se expresan diferencialmente en lineas resistentes y

susceptibles a los tres patdgenos en las distintas condiciones a evaluar.

4. ldentificar las vias de sefializacion, procesos bioldgicos, componentes celulares

y/o funciones moleculares asociados a los genes diferencialmente expresados.
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Figura 4. Diagrama representativo del flujo de trabajo. Primero, se realizd la bisqueda de los estudios
transcriptémicos y la extraccion de los datos de RNA-seq. A continuacion, se evalud la calidad de la
secuenciacion de los datos (FastQC) y las reads que superaron los controles de calidad se mapearon al
genoma de maiz (HISAT2). Posteriormente, se cuantificaron los transcriptos mapeados en regiones
exonicas (featureCounts). Finalmente, se determinaron los genes diferencialmente expresados (edgeR) y
fueron vinculados a términos ontoldgicos (g:profiler).



3. Materiales y métodos

En primer lugar, se realiz6 la busqueda de estudios transcriptomicos con datos de RNA-
seq publicamente disponibles en el repositorio Sequence Read Archive (SRA) del
National Center for Biotechnology Information (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra

(Sayers et al., 2024; Katz et al., 2022; Kodama et al., 2012). Adicionalmente, con el
objetivo de complementar las comparaciones en los diversos tiempos, se incorporaron
datos transcriptémicos provenientes de un proyecto disponible en el repositorio Genome
Sequence Archive (GSA) del National Genomics Data Center (NGDC,
https://ngdc.cncb.ac.cn/gsa/) (Bao et al., 2024; Chen et al., 2021).

La busqueda se bas6 en identificar proyectos que contuvieran datos de RNA-seq

vinculados a experimentos donde se hubiera evaluado la respuesta del cultivo de maiz
frente a infecciones por patdégenos de espiga. Se encontraron decenas de proyectos
correspondientes a estudios transcriptomicos donde se habia evaluado la respuesta de
diversos genotipos frente a la infeccibn por una amplia variedad de patdgenos
(Aspergillus flavus, F. verticillioides, F. graminearum, U. maydis, entre otros).

Debido a la heterogeneidad de los estudios, se establecié como criterio de inclusién que
los datos provinieran de experimentos en donde se hubieran evaluado lineas resistentes
contra lineas susceptibles. Se consideraron diferentes tiempos, tratamientos inyectados
en ausencia o presencia del patdgeno, tratamientos control sin inyectar, experimentos
con al menos un duplicado biolégico y con patégenos relevantes para Argentina. Los
experimentos que incluyeron a patdégenos que no estan presentes en Argentina o que
no son de relevancia, no fueron tomados en consideracion.

De este modo, se seleccionaron seis estudios temporales con datos transcriptomicos
publicamente disponibles, donde se habian evaluado genotipos resistentes y
susceptibles inoculados con F. verticillioides (FV), F. graminearum (FG) o U. maydis
(UM) (Tabla 1).

Para facilitar la visualizacion de los resultados, se asignd un identificador numérico a

cada proyecto (Tabla 1).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
https://ngdc.cncb.ac.cn/gsa/

Tabla 1. Informacién correspondiente a los seis estudios transcriptomicos seleccionados. Estos cuentan con datos de RNA-seq publicamente disponibles en NCBI

0 en NGDC. Se detallan el identificador del proyecto en NCBI o NGDC (ID del proyecto, el cual incluye el enlace a la pagina de NCBI o NGDC asociada al proyecto),

el nuevo identificador asignado (Nuevo identificador), la base de datos donde proviene cada proyecto (Base de datos), el patdgeno considerado (Patégeno; Fusarium

verticillioides (FV), Fusarium graminearum (FG) o Ustilago maydis (UM)), los genotipos resistentes (Genotipos resistentes) y los susceptibles (Genotipos

susceptibles) a ese patdgeno, los tiempos evaluados medidos en horas post infeccion (Tiempos evaluados, horas post infeccidon(hpi)), el 6rgano de la planta en

estudio (Organo) y el enlace al articulo cientifico donde se publicé la investigacion correspondiente a cada proyecto (Publicacion).

Nuevo Base de Genotipos Genotipos TEmiEeE - .
ID Proyecto iy Patogeno : ; evaluados Organo Publicacion
Identificador datos resistentes | susceptibles (hpi)
PRINA240676 | Proyectol | NCBI FV CO441 CO354 0,72 Granos W
PRJIJNA418364 Proyecto 2 NCBI FV B73 4,12,24,48,72 | Granos Shu et al., 2017
PRJINA357594 Proyecto 3 NCBI FG C0O441 B73 24,48 Granos | Kebede et al., 2018
PRJCA023668 Proyecto 4 NGDC FG Nov-82 H10 0, 1722 %Aé 48, Chala Yuan et al., 2024
EGB-Ky21- . Schurack et al.,

PRJINA673988 Proyecto 5 NCBI UM CML322-B73 Oh43-Tx303 72 Hojas 2021
PRJINA721951 Proyecto 6 NCBI UM CML326 GEMS15 0,24,48,96 Tallo Ruan et al., 2021



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRJNA240676
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25155950/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25155950/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRJNA418364
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.02075/full
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRJNA357594
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29426290/
https://ngdc.cncb.ac.cn/bioproject/browse/PRJCA023668
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39080512/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRJNA673988
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tpj.15195
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tpj.15195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRJNA721951
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34828395/

3.A.1. Consideraciones de los estudios transcriptdmicos seleccionados

Como se menciond anteriormente, se utilizaron datos transcriptbmicos publicamente
disponibles provenientes de seis proyectos, a partir de los cuales se analizaron un total de
154 muestras (Tabla 2).

Tabla 2. Muestras analizadas por proyecto. Se detallan el patégeno considerado (Patégeno; F. verticillioides
(FV), F. graminearum (FG) o U. maydis (UM)), el proyecto (Proyecto), la cantidad de muestras correspondientes
a genotipos resistentes (Muestras Resistentes), a genotipos susceptibles (Muestras Susceptibles), el total de
muestras por proyecto (Muestras Totales) y el total de muestras por patégeno (Muestras por Patdgeno).

e e Mu_estras Muestr_as Muestras Muesfras por
Resistentes | Susceptibles totales patogeno
FvV Proyecto 1 6 6 12 42
FVv Proyecto 2 0 30 30
FG Proyecto 3 8 8 16 50
FG Proyecto 4 18 18 36
UM Proyecto 5 12 24 36 60
UM Proyecto 6 12 12 24
Total 56 98 154 154

A continuacién, se presentaran las consideraciones especificas para cada uno de los

estudios transcriptdmicos seleccionados.

3.A.1.1. Fusarium verticillioides

3.A.1.1.1. Proyecto 1

El material vegetal estuvo conformado por las lineas C0O441 y CO354, resistente y
susceptible a FV, respectivamente. El experimento consistié en inocular ambas lineas con
FV (tratamiento infectado) y se tomaron muestras control sin inyectar a las 0 horas post
infeccion (hpi) e infectadas a las 72 hpi por triplicado (Lanubile et al., 2014).

Consecuentemente, el proyecto estuvo compuesto por 12 muestras (Figura 5; Tabla Al).




C0441 Control )—’ 0 hpi

{3}
CO354 Infectado - 72 hpi
— I i b i | {
Genotipos Tratamientos Tiempos  Repeticiones

Figura 5. Esquema representativo de las muestras correspondientes al proyecto 1. Se evaluaron dos genotipos
(CO441 y CO354, resistente y susceptible a Fusarium verticillioides (FV), respectivamente) bajo dos
tratamientos (control sin infectar o tratamiento infectado con FV a las 0 y 72 horas post infeccion (hpi),

respectivamente) por triplicado (Lanubile et al., 2014).

3.A.1.1.2. Proyecto 2

El material vegetal estuvo conformado por la linea B73, susceptible a FV. Esta linea fue
inyectada en ausencia o presencia de FV (tratamiento infectado) y se tomaron muestras a
las 4, 12, 24, 48 y 72 hpi por triplicado (Shu et al., 2017). Este proyecto también cuenta con
muestras inoculadas con Aspergillus flavus, pero estos datos no fueron incluidos en los
analisis sucesivos por los motivos expuestos en la seccién 3A. Consecuentemente, este
proyecto estd compuesto por 45 muestras (15 inyectadas en ausencia de patdgeno (no
infectado), 15 con FV y 15 con A. flavus), de las cuales 30 se utilizaron en este estudio (las
correspondientes a inyectadas en ausencia o presencia de FV) (Eigura 6; Tabla A2).



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25155950/
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Figura 6. Esquema representativo de las muestras correspondientes al proyecto 2. Se evalud un genotipo (B73,
susceptible a Fusarium verticillioides (FV)) bajo dos tratamientos (tratamiento en ausencia (no infectado) o
presencia (infectado) de FV) a cinco tiempos (4, 12, 24, 48 y 72 horas post infeccion(hpi)) por triplicado (Shu et
al., 2017).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.02075/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.02075/full

3.A.1.2. Fusarium graminearum (FG)

3.A.1.2.1. Proyecto 3

El material vegetal estuvo conformado por las lineas CO441 y B73, resistente y susceptible
a FG, respectivamente. El experimento consistié en inyectar ambas lineas en ausencia o
presencia de FG (tratamiento infectado) y se tomaron muestras a 24 y 48 hpi (Kebede et
al., 2018). Consecuentemente, el proyecto se compone de 16 muestras. (Figura 7; Tabla
A3).

CO441 No infectado 24 hpi
{2}
B73 Infectado 48 hpi
—_ I i | i | i
Genotipos Tratamientos Tiempos  Repeticiones

Figura 7. Esquema representativo de las muestras correspondientes al proyecto 3. Se evaluaron dos genotipos
(C0O441 y B73, resistentes y susceptibles a Fusarium graminearum (FG), respectivamente) (tratamiento en
ausencia (no infectado) o presencia (infectado) de FG) a dos tiempos (24 y 48 horas post infeccion (hpi)) por
duplicado (Kebede et al., 2018).

3.A.1.2.2. Proyecto 4

El material vegetal estuvo conformado por las lineas Nov-82 y H10, resistente y susceptible
a FG, respectivamente. El experimento consisti6 en inocular ambas lineas con FG
(tratamiento infectado) y se tomaron muestras a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 hpi por triplicado
(Yuan et al., 2024). Consecuentemente, el proyecto se compone de 36 muestras (Figura 8;
Tabla A4).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29426290/
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Figura 8. Esquema representativo de las muestras correspondientes al proyecto 4. Se evaluaron dos genotipos
(Nov-82 y H10, resistente y susceptible a Fusarium graminearum (FG), respectivamente) bajo un tratamiento
(infectado con FG) a seis tiempos (0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas post infeccion (hpi)) por triplicado (Yuan et al.
2024).

3.A.1.3. Ustilago maydis
3.A.1.3.1 Proyecto 5

El material vegetal estuvo conformado por lineas con diferentes niveles de resistencia y/o
susceptibilidad. Se consideraron a las lineas CML322 y B73 como resistentes y a las lineas
EGB, Ky21, Oh43y Tx303 como susceptibles a UM. El experimento consistio en inyectar a

las lineas en ausencia o presencia de UM (tratamiento infectado) y se tomaron muestras a


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39080512/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39080512/

las 72 hpi por triplicado (Schurack et al., 2021). Consecuentemente, el proyecto se compone
de 36 muestras (Figura 9; Tabla AS).

CML322
B73 No infectado
72 hpi {3}
EGB Infectado
Ky21
Oh43
Tx303

—_—
Genotipos Tratamientos Tiempos Repeticiones

Figura 9. Esquema representativo de las muestras correspondientes al proyecto 5. Se evaluaron seis genotipos
(CML322, B73, EGB, Ky21, Oh43 y Tx303) bajo dos tratamientos ((tratamiento en ausencia (no infectado) o

presencia (infectado) de Ustilago maydis) a un tiempo (72 horas post infeccion (hpi)) por triplicado (Schurack et

al., 2021).

3.A.1.3.2. Proyecto 6

El material vegetal estuvo conformado por las lineas CML326 y GEMSL15, resistente y
susceptible a UM, respectivamente. El experimento consistié en inyectar ambas lineas en
ausencia o presencia de UM (tratamiento infectado). Se tomaron muestras inyectadas en
ausencia de UM a las 0 hpi e infectadas a las 24, 48 y 96 hpi; por triplicado (Ruan et al.,
2021). Consecuentemente, el proyecto estuvo compuesto por 24 muestras (Figura 10;
Tabla A6).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tpj.15195
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tpj.15195
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Figura 10. Esquema representativo de las muestras correspondientes al proyecto 6. Se evaluaron dos genotipos
(CML326 y GEMS15, resistente y susceptible a Ustilago maydis (UM), respectivamente) bajo tratamiento no
infectado a las O horas post infeccion (hpi) o infectado con UM a tres tiempos (24, 48 y 96 hpi) por triplicado
(Ruan et al., 2021).

Los datos provenientes de los seis proyectos seleccionados fueron analizados en el
servidor AMul atonao, en el gue se utilizaron rec
Centro de Computo de alto Desempefio (CCAD) de la Universidad Nacional de Cérdoba
(https://ccad.unc.edu.ar/), que forman parte del Sistema Nacional de Cémputo de Alto

Rendimiento del MinCyT (SNCAD-MiInCyT) de la Republica Argentina.

Los datos de RNA-seq asociados a los estudios transcriptomicos seleccionados se
obtuvieron mediante las herramientas disponibles en el servidor. Primero, se descargaron
los archivos SRA (del inglés, Sequence Read Archive) (Kodama et al., 2012) de NCBI o
CNCB a partir de los enlaces correspondientes a cada numero de acceso. Luego, los
archivos SRA se convirtieron en forward y reverse con la herramienta fasterg-dump,
obteniéndose archivos con el formato fastg. Por ultimo, para reducir el tiempo y espacio
requeridos para el analisis de los datos, se comprimieron los archivos mediante pigz

(https://zlib.net/pigz/), resultando en archivos con formato fastq.gz (Anexo 8.B. Comandos).



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34828395/
https://ccad.unc.edu.ar/
https://zlib.net/pigz/

Se evaluo la calidad de la secuenciacion de los datos transcriptémicos seleccionados para
verificar que los mismos cumplieran con los estandares de calidad (minimo de calidad de
secuenciacion, Phred score (Cock et al., 2010), mayor a 28 y una minima longitud mayor a
25 nucledtidos), tal y como lo requiere SRA (Kodama et al.,, 2012), mediante FastQC
(Andrews, 2010). Esta herramienta ejecuta una serie de andlisis en uno o varios archivos
de secuencias y proporciona un informe que resume los resultados que incluyen parametros
como la cantidad y el largo de las secuencias, el porcentaje de cada base por posicion, el
contenido de guanina y citosina (GC). Asimismo, intenta detectar posibles problemas en
conjuntos de datos a través de la determinacion de su calidad promedio, la presencia de
adaptadores de PCR y/o secuenciacion, y la existencia de secuencias duplicadas o

sobrerrepresentadas (Anexo 8.B. Comandos).

De esta forma, se pudo identificar si alguno de los datos no cumplia con alguno de los
requisitos.

Cuando se identificaron datos que no cumplieron con los estandares de calidad
enumerados en el parrafo anterior, se procesaron con Trim Galore (Krueger, 2021) para
eliminar secuencias de baja calidad o cortas y/o para recortar subsecuencias que
evidenciaron la presencia de secuencias de adaptadores de PCR y/o secuenciacion.

Para facilitar la visualizacion y el andlisis de la calidad de los datos transcriptomicos, los
resultados obtenidos mediante FastQC (Andrews, 2010), antesy después del trimming, de
todas las muestras fueron agregados con MultiQC (Ewels et al., 2016) (Anexo 8.B.
Comandos).

Posteriormente, se procedié con el mapeo de los transcriptos al genoma de maiz en su
ultima version disponible (v5) al momento de la realizacién de esta tesis, liberada en enero
del 2020 (Hufford et al., 2021). Esta version del genoma y sus anotaciones fueron
descargadas de MaizeGDB (Woodhouse et al., 2021) a través del siguiente enlace:
https://download.maizegdb.org/Zm-B73-REFERENCE-NAM-5.0/. Las reads que superaron

los controles de calidad se mapearon mediante HISAT2 (Kim et al., 2015). Este software

realiza un indice a partir del genoma tomando en consideracién las anotaciones génicas y
luego mapea las reads en las regiones declaradas como marcos de lectura anotados

(Anexo 8.B. Comandos). Estos alineamientos obtenidos en formato SAM fueron ordenados

segun la ubicacién de las reads en sus respectivas coordenadas genémicas y comprimidos


https://download.maizegdb.org/Zm-B73-REFERENCE-NAM-5.0/

al formato BAM mediante SAMtools (Danecek et al., 2021; Li et al., 2009) (Anexo 8.B.
Comandos).

La calidad de los alineamientos de los transcriptos al genoma de maiz se evalu6 mediante
QUALIMAP (Okonechnikov et al., 2016) (Anexo 8.B. Comandos). Esta plataforma, a través
del médulo RNA-seq QC, permite el andlisis de parametros especificos de los alineamientos

obtenidos a partir de datos de RNA-seq, tales como estadisticas resumen, origen de las
reads genémicas, cobertura de los transcriptos y andlisis de los sitios de empalme (Tabla
3).

Tabla 3. Parametros de calidad determinados mediante QUALIMAP-RNA-seq QC para alineamientos obtenidos

a partir de datos de RNA-seq.

Categoria de analisis Parametros reportados
Alineamiento de las reads
Estadisticas resumen Cobertura de los franscriptos

Analisis de los sitios de empalme

Origen de las reads genomicas Exonicas, intronicas e intergénicas

Baja, alta y total
Histograma

Analisis de los sitios de empalme Conocidos 0 nuevos

Cobertura de los transcriptos

Para facilitar la visualizaciéon y el analisis de la calidad de los alineamientos, los resultados
obtenidos mediante QUALIMAP-RNA-seq QC de todas las muestras analizadas fueron

agregados con MultiQC (Ewels et al., 2016) (Anexo 8.B. Comandos).

Los transcriptos mapeados en regiones exonicas codificantes se cuantificaron mediante
featureCounts (Liao et al., 2014). Para este paso, se considero si las reads provenian de
librerias single-end o paired-end, ya que para el segundo tipo de librerias se solicité que
ambas reads estuvieran correctamente alineadas y que se excluyeran los fragmentos

quiméricos (Anexo 8.B. Comandos).




La determinacion de expresion génica diferencial se realizé mediante scripts disefiados
para tal fin, utilizando la libreria edgeR (Robinson et al., 2010), de R (R Core Team, 2022)
en Rstudio (Posit team, 2023), a partir del conteo de genes resultantes del paso anterior

(Anexo 8.B. Comandos).

En primer lugar, se filtraron los genes que no poseian un minimo conteo de cinco (cuentas
por millén (CPM)) en al menos dos muestras (Chen et al., 2016). Luego, para obtener
tamafios de librerias efectivos comparables entre muestras, se normalizaron los datos
mediante el método TMM (del inglés, firimmed mean of M-valueso ) como
normalizacion.

A continuacion, los datos se ajustaron mediante un modelo logaritmico lineal generalizado
binomial negativo, la prueba de razon de verosimilitud (LRT), y se planteé un disefio de dos
factores. El primer factor clasificaba a las muestras segun si provenian de genotipos
resistentes o susceptibles. El segundo factor estaba asociado al proyecto de donde
procedian los datos transcriptémicos con el fin de homogeneizar los datos a través de los
proyectos, permitiendo considerar la influencia del origen diverso de los proyectos dentro
del modelo (Anexo 8.B. Comandos).

Finalmente, mediante el contraste de genotipos resistentes frente a susceptibles, se obtuvo
una lista de genes que modificaron su expresion significativamente entre ambas clases de
genotipos, con un valor p corregido mediante el ajuste de Benjamini-Hochberg (FDR, del
inglés, False Discovery Rate; (Benjamini & Hochberg, 1995)) de 103 y 102 para las
comparaciones que involucraron dos o tres patdgenos, respectivamente (Anexo 8.B.
Comandos) (Pefias Ballesteros et al., 2023).

Las comparaciones realizadas, tanto incluyan dos o tres patdgenos, junto con sus
respectivos puntos de corte (FDR), se detallan en cada seccién correspondiente de los

resultados (ver 4.B. Seccion Il: Metaanalisis de los datos transcriptémicos, determinacion

de expresidon génica diferencial y vias metabdlicas asociadas).

factor



Los listados de genes expresados diferencialmente fueron vinculados a términos
ontolégicos mediante la suite g:profiler (Raudvere et al., 2019) para la identificacion de vias
metabdlicas, funciones moleculares, procesos biol6gicos y componentes celulares a los que
estos genes se encuentran asociados.

Se utilizé la herramienta g:GOSt con los pardmetros descriptos en la Tabla 4.

Tabla 4. Parametros y valores utilizados en la suite g:profiler para la identificacion de vias metabdlicas, funciones

moleculares, procesos biolégicos y componentes celulares asociados a los genes diferencialmente expresados.

Opciones avanzadas
Parametro Valor
Alcance del dominio Todos los genes
estadistico conocidos
Umbral estadistico Umbral g:SCS
Umbral del usuario 0.05
Identificador numérico
tratado como ENTREZGENE
Fuentes de los datos
Parametro Valor
Funcién molecular
Términos ontologicos Componente celular
Proceso biologico
Vias metabdlicas KEGG

Primero, se analizo el listado completo de genes diferencialmente expresados para evaluar
la respuesta general en cada contraste generado y, posteriormente, se examinaron por
separado los listados de genes diferencialmente sobreexpresados en los genotipos
resistentes y susceptibles.

Por dltimo, las vias metabdlicas que estuvieron significativamente representadas se

graficaron en la suite PathView (Luo et al., 2017; Luo & Brouwer, 2013).



4. Resultados

En esta seccion, se presentaran los resultados de la evaluacion de la calidad de la
secuenciacion y de los alineamientos, junto con los resultados de la cuantificacién de los

transcriptos mapeados en regiones exonicas.

4.A.1. Evaluacion de la calidad de la secuenciacion

Las 154 muestras fueron secuenciadas utilizando tecnologia lllumina (Bentley et al., 2008).
Debido a que se incluyeron reads paired-end como single-end, se trabajé con un total de
278 archivos fastq (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas de la secuenciacion de las muestras analizadas. Se detallan el proyecto (Proyecto), el
patégeno considerado (Patégeno; F. verticillioides (FV), F. graminearum (FG) o U. maydis (UM), la plataforma
de secuenciacion (Plataforma de secuenciacién), el tipo de reads (Reads), la cantidad de archivos fastq
(Archivos fastq) y la cantidad de pares de bases en gibabases(Gb).

. Plataforma de Archivos | Cantidad de bases
Proyecto |Patogeno Y Reads :
secuenciacion fastq secuenciadas (Gb)
Proyecto 1 FV llumina HiSeq 1000 | Paired-end 24 91
Proyecto 2 FV llumina HiSeq 1000 | Single-end 30 109
Proyecto 3 FG llumina HiSeq 2000 | Paired-end 32 52
Proyecto 4 FG llumina Hiseq PE150 | Paired-end 72 107
llumina HiSeq 4000 ;
Proyecto 5 UM llumina Novasiq 5000 Paired-end 72 552
Proyecto 6 um llumina HiSeq 2000 | Paired-end 48 172
Total 278 1083

Las reads de las muestras provenientes de los proyectos 1 y 3 presentaron longitudes
promedio de 101 pares de bases (pb), mientras que las reads de los proyectos 4 y 6

presentaron longitudes promedio de 150 pb (Figura 11; Anexo 8.C. Evaluacion de la calidad

de la secuenciacién). En cuanto a las reads del proyecto 2, para las muestras tomadas a

las 4 y 12 hpi, la longitud promedio de las reads fue de 125 pb y para las muestras tomadas
alas 24, 48 y 72 hpi fue de 100 pb. Las reads del proyecto 5 presentaron longitudes de 75
pb y 150 pb, correspondientes a las muestras inyectadas en presencia y ausencia de UM,

respectivamente (Figura 11; Anexo 8.C. Evaluacién de la calidad de la secuenciacion).

La cantidad de secuencias, en millones, oscil6 entre 12,7 y 87,3 millones y el porcentaje de
duplicaciones entre 3 9, 9y % 1 ,(Tabla%; Figura 11; Anexo 8.C. Evaluacién de la

calidad de la secuenciacion).




Tabla 6. Métricas de calidad de secuenciacién para todos los proyectos. Se detallan el proyecto (Proyecto), la
cantidad de muestras analizadas (Muestras), el rango del porcentaje de duplicaciones (Dups (%)), el rango del
porcentaje promedio de Guanina-Citosina GC(%)), el rango de la longitud promedio de las reads en pares de

bases (Longitud promedio (pb)) y el rango de la cantidad total de secuencias en millones (Segs (M)).

Proyecto | Muestras | Dups (%) GC(%) Seqs (M)
1 12 51,2-62 50-52 29-42,7
2 30 53,8-91,5 52-58 18-42,3
3 16 39,9-52,9 49-54 12,7-18,4
4 36 52,7-65,4 50-55 22-246
5 36 68,5-85,3 53-60 56,7-87,3
6 24 51-85,3 55-58 19,7-37,7
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Figura 11. Estadisticas generales de la calidad de los grupos de datos, para cada uno de los proyectos. A)
Longitud media de reads. B) Porcentaje de duplicacion de reads (eje izquierdo) y profundidad de secuenciacion
en millones de reads (eje derecho). La posicion de los ejes se corresponde con la orientacion de las areas de

densidad.



El porcentaje promedio del contenido de GC oscilé entre

Anexo 8.C. Evaluacion de la calidad de la secuenciacion).

En general, el promedio de calidad de secuenciacion, en
56 vy
sobrerrepresentadas fue menor al 8% (Figura 12).
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4.A.2. Mapeo de los transcriptos al genoma de maiz y evaluacion de la calidad de
alineamientos
La cantidad de reads mapeadas, expresada en millones, oscilé entre 17,3y 169,5 (Tabla 7;

Anexo 8.D. Mapeo de los transcriptos al genoma de maiz y evaluacion de la calidad de

alineamientos). El porcentaje de reads mapeadas en regiones exonicas oscilé entre 75,6%

y 92,9% y en regiones intrénicas entre 2,7% y 9,6% (Eigura 13; Anexo 8.D. Mapeo de los

transcriptos al genoma de maiz y evaluacién de la calidad de alineamientos). El porcentaje

de reads mapeadas en regiones intergénicas fue menor al 17% en las 154 muestras

analizadas (Figura 13; Anexo 8.D. Mapeo de los transcriptos al genoma de maiz vy

evaluacién de la calidad de alineamientos).

Tabla 7. Métricas para el mapeo de los transcriptos al genoma de maiz y la calidad de alineamientos. Se detallan
el proyecto (Proyecto), la cantidad de muestras analizadas (Muestras), el rango de cantidad de reads mapeadas,
expresada en millones (Reads mapeadas (M)), el rango del porcentaje de reads mapeadas en regiones exonicas
(Exdnicas (%)) y el rango del porcentaje de reads mapeadas en regiones intronicas (Intrénicas (%)).

Reads Exonicas |Intronicas
Proyecto | Muestras | mapeadas (%) (%)
(M) (] (]

1 12 48-76,9 83,2-86.8 5,4-6,4
2 30 17,3-40,8 | 75,6-90,2 2779
3 16 23,9-359 [ 87,7914 3,6-5,7
4 36 28,7-44.4 | 82,8-871 5,9-96
5 36 103,9-169,5| 90,1-92,9 2959
6 24 35,3-67,4 | 88,6-90,7 44-59
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Figura 13. Posicionamiento de las reads sobre sitios genémicos anotados para las 154 muestras analizadas,
donde el eje x corresponde al porcentaje de reads y el eje y al identificador de la muestra. Se pueden observar

los porcentajes ubicados en sitios exdnicos (celeste), intronicos (negro) e intergénicos (verde).



4.A.3. Cuantificacion de los transcriptos mapeados en regiones exonicas

El porcentaje de reads asignadas oscilé entre 15,9% y 82,1% y la cantidad de reads

asignadas, en millones, entre 11,1 y 80 (Tabla 8; Figura 14; Anexo 8.E. Cuantificacion de

los transcriptos mapeados en regiones exonicas).

Tabla 8. Porcentaje de transcriptos mapeados en regiones exénicas provenientes para las 154 muestras

analizadas. Se detallan el proyecto (Proyecto), la cantidad de muestras analizadas (Muestras), el rango del

porcentaje de reads asignadas (%) y el rango de la cantidad de reads asignadas en millones (Asignadas (M)).

Asignadas|Asignadas

Proyecto | Muestras (M) (%)
1 12 20,6-359 | 62,7-755
2 30 13,4-34,4 | 15,9-71.3
3 16 11,1-16,5 | 67,8-80,7
4 36 12,3-18,8 | 51,1-744
5 36 48,1-80 63,9-82,1
6 24 14,9-286 | 60,7-71,8

FeatureCounts: Asignacion
0 20 40 60 80 100
Porcentaje de reads (%)
| | No asign::f:n::amapesda : No a:gﬂn:i:!:’:':‘?: :cc:r‘:::rr\itlcas

No asignada: Unica No asignada: Ambigiiedad

Figura 14. Asignacion de las reads para las 154 muestras analizadas. Se pueden observar las reads asignadas

en celeste y las no asignadas en negro, rosa y naranja.



En esta seccidén, se presentardn los resultados del metaandlisis de los datos
transcriptomicos para cada una de las comparaciones, de a tres o dos patdégenos,
abarcando desde los genes diferencialmente expresados hasta las vias de sefalizacion,
procesos bioldgicos, componentes celulares y funciones moleculares asociados a esos

genes.



4.B.1. Fusarium verticillioides vs Fusarium graminearum vs Ustilago maydis

Para el contraste que involucré a F. verticillioides (FV), F. graminearum (FG) y U. maydis
(UM), se utilizaron muestras provenientes de los proyectos 1, 4y 5.

Dado que en estos proyectos las muestras fueron tomadas a las 72 horas post infeccion
(hpi), las comparaciones realizadas corresponden a ese momento temporal.

Ademas, se realizaron analisis adicionales incorporando muestras del Proyecto 2; sin
embargo, este proyecto incluia Unicamente el genotipo susceptible (B73), era el Unico con
reads single-end, presentaba un bajo porcentaje de reads alineadas con HISAT2 y
asignadas mediante featureCounts y no resultaba tan compatible con comparaciones a
realizar. Los resultados correspondientes se presentan en los anexos (Anexo 8G.
Comparaciones con Proyecto 2).




4.B.1.1. Resistentes vs susceptibles
Considerando el disefio donde el primer factor clasificaba a las muestras segun si provenian
de genotipos resistentes o susceptibles y el segundo factor estaba asociado al proyecto de
donde procedian los datos transcriptémicos; se realizé el contraste de genotipos resistentes
frente a susceptibles a partir de la siguiente ecuacién:

R-S
donde R corresponde a los genotipos resistentes y S a los susceptibles. Cabe aclarar que,
para este contraste, solo se consideraron los datos de genotipos que habian sido
infectados.

4.B.1.1.1. Expresion génica diferencial

A partir del contraste de genotipos resistentes contra susceptibles, se encontré un total de
1657 genes diferencialmente expresados entre los genotipos evaluados en respuesta a FV,
FG y UM a las 72 hpi. Utilizando el logaritmo en base 2 del fold change (log2(R/S)), se
clasificaron como genes diferencialmente sobreexpresados en los genotipos resistentes a
los que presentaron valores positivos, y en los susceptibles, valores negativos.

Los genotipos resistentes mostraron una sobreexpresion de 951 genes en comuln en
respuesta a los tres patégenos, mientras que para el caso de los genotipos susceptibles se
detectd sobreexpresion de 706 genes compartidos (FDR<0,01) (Tabla 9).

Tabla 9. Genes diferencialmente sobreexpresados en comun para los genotipos resistentes (R), genotipos
susceptibles (S) y totales (Total) en respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago

maydis a las 72 horas post infeccion.

Cantidad de genes
RIS sobreexpresados
R 951
S 706
Total 1657

4.B.1.1.2 Enriquecimiento de términos ontoldgicos e identificacion de vias metabdlicas

Los 1657 genes diferencialmente expresados entre genotipos resistentes y susceptibles en
respuesta a FV, FGy UM a las 72 hpi se asociaron con las vias de ribosoma (KEGG:03010),
biosintesis de metabolitos secundarios (KEGG:01110) y transduccion de sefiales de
hormonas vegetales (KEGG:04075). Ademas, destacaron las funciones moleculares de
actividad de reservorio de nutrientes (GO:0045735), actividad transferasa (GO:0016740) y



oxidorreductasa (G0:0016491) y los procesos biolégicos de sefalizacion (GO:0023052) y
comunicacion celular (GO:0007154) (Eigura 15; Tabla A10). Los componentes celulares
destacados fueron citoplasma (G0O:0005737), cloroplasto (GO:0009507), membrana
plasmética (GO:0005886) y ribosoma (G0O:0005840) (Figura 15; Tabla A10).
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Figura 15. Enriquecimiento de términos ontoldgicos para los 1657 genes diferencialmente expresados en
respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccion. En
el eje y, se pueden observar los términos ontoldgicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo negativo en base
10 de los valores P de enriquecimiento ajustados (-log(pad])) de esos términos. Se pueden observar los términos
ontolégicos asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde, procesos bioldgicos (GO:BP) en naranja,

componentes celulares(GO:CC) en celeste y vias de sefializacion biologicas (KEGG) en violeta.



Por un lado, los 951 genes sobreexpresados en los genotipos resistentes en respuesta a
FV, FG y UM a las 72 hpi estuvieron asociados a las vias de ribosoma (KEGG:03010),
biosintesis de metabolitos secundarios (KEGG:01110) y transduccion de sefiales de
hormonas vegetales (KEGG:04075), asi como la funcibn molecular de actividad de

reservorio de nutrientes (GO:0045735) (Figura 16; Tabla A11). Ademas, el enriguecimiento

de términos ontolégicos mostro la asociacion de estos genes con los procesos bioldgicos
de comunicacién celular (GO:0007154), sefializacion (G0:0023052), proceso de
modificacion de proteinas (GO:0036211) y diversos procesos metabolicos (Figura 16; Tabla

All). En cuanto a los componentes celulares, los genes se encontraron asociados a
cloroplasto (GO:0009507), citoplasma (G0O:0005737), tilacoide (GO:0009579), membrana
fotosintética (GO:0034357) y ribosoma (GO:0005840) (Figura 16; Tabla A11).
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Figura 16. Enriquecimiento de términos ontolégicos para los 951 genes diferencialmente sobreexpresados en
los genotipos resistentes en respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago maydis a
las 72 horas post infeccién. En el eje y, se pueden observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x
el logaritmo negativo en base 10 de los valores P de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos.
Se pueden observar los términos ontologicos asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde, procesos
biolégicos (GO:BP) en naranja, componentes celulares(GO:CC) en celeste y vias de sefializacion bioldgicas
(KEGG) en violeta.

Por otro lado, los 706 genes sobreexpresados en los genotipos susceptibles en respuesta
a FV, FGy UM alas 72 hpi se vincularon con las vias de procesamiento de proteinas en el
reticulo endoplasmatico (KEGG:04141) y degradacion de valina, leucina e isoleucina
(KEGG:00280), asi como con las funciones moleculares de actividad catalitica
(G0O:0003824), actividad hidrolasa (G0O:0016787), unibn a enzimas (G0O:0019899),
actividad transportadora transmembrana (G0O:0022857), actividad oxidorreductasa
(G0:0016491) y actividad sintasa de terpenoides (G0O:0010333) (Figura 17; Tabla A12).




Entre los procesos biolégicos asociados se encuentran localizacién (GO:0051179),
respuesta a estimulo (G0O:0050896) y al estrés (GO:0006950), reciclaje de nucleétidos
(G0:0043173) y NAD (G0O:0034355), asimismo se asociaron diversos tipos de transporte y

procesos metabdlicos o biosintéticos (Figura 17; Tabla A12). Los componentes celulares

asociados fueron citoplasma (G0O:0005737) y membrana (G0O:0016020), entre otros (Eigura
17; Tabla A12).
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Figura 17. Enriquecimiento de términos ontoldgicos para los 706 genes diferencialmente sobreexpresados en
los genotipos susceptibles en respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago maydis a
las 72 horas post infeccién. En el eje y, se pueden observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x
el logaritmo negativo en base 10 de los valores P de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos.
Se pueden observar los términos ontoldgicos asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde, procesos
biolégicos (GO:BP) en naranja, componentes celulares(GO:CC) en celeste y vias de sefializacion bioldgicas
(KEGG) en violeta.



4.B.1.1.3 Vias metabdlicas significativamente representadas

En respuesta a FV, FG y UM a las 72 hpi, las vias metabdlicas representadas en PathView
fueron ribosoma (KEGG:03010; Figura 18), transduccién de sefiales de hormonas
vegetales (KEGG:04075; Figura 19), procesamiento de proteinas en el reticulo
endoplasmatico (KEGG:04141; Figura 20), degradacion de valina, leucina e isoleucina
(KEGG:00280; Figura 21) , biosintesis del esqueleto de terpenoides (KEGG:00900; Figura
22) y biosintesis de metabolitos secundarios (KEGG:00999; Figura 23).
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Figura 18. Via de ribosoma para los genes diferencialmente expresados en respuesta a Fusarium verticillioides,
Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccion. Considerando -1 y 1 como los valores
minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos resistentes se visualizan en verde,

mientras que los sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan en rojo.
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Figura 19. Via de transduccion de sefales de hormonas vegetales para los genes diferencialmente expresados
en respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccion.

Considerando -1y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos



resistentes se visualizan en verde, mientras que los sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan

en rojo.
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Figura 20. Via de procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico para los genes diferencialmente
expresados en respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las 72 horas
post infeccion. Considerando -1 y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados
en genotipos resistentes se visualizan en verde, mientras que los sobreexpresados en genotipos susceptibles

se representan en rojo.
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Figura 21. Via de degradacion de valina, leucina e isoleucina para los genes diferencialmente expresados en
respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccion.
Considerando -1y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos

susceptibles se representan en rojo.
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Figura 22. Via de biosintesis del esqueleto de terpenoides para los genes diferencialmente expresados en
respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccion.
Considerando -1 y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos
resistentes se visualizan en verde, mientras que los sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan

en rojo.
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Figura 23. Via de biosintesis de metabolitos secundarios para los genes diferencialmente expresados en

respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccion.

Considerando -1 y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos

resistentes se visualizan en verde.



4.B.1.2. Resistentes vs susceptibles con la incorporacion de muestras control sin inyectar o
inyectadas en ausencia de patégeno
Para este contraste, se utilizaron las mismas muestras infectadas analizadas en la seccién
anterior, pero se incorporaron muestras control sin inyectar o inyectadas en ausencia de
patdgeno de los mismos proyectos.
Considerando el disefio donde el primer factor clasificaba a las muestras segun si provenian
de genotipos resistentes o susceptibles y el segundo factor estaba asociado al proyecto de
donde procedian los datos transcriptomicos, se realizo el contraste de genotipos resistentes
frente a susceptibles a partir de la siguiente ecuacion:

(R-R0O)-(S-S0)
donde R y S corresponden a los genotipos resistentes y susceptibles infectados,
respectivamente; RO y SO corresponden a los genotipos resistentes y susceptibles control
sin inyectar o inyectados en ausencia de patégenos.

4.B.1.2.1. Expresién génica diferencial

En cuanto se incorporaron las muestras control sin inyectar o inyectadas en ausencia de
patdgeno, se detectaron 42 genes diferencialmente expresados entre los genotipos
evaluados a las 72 hpi. Utilizando el logaritmo en base 2 del fold change (logz((R-R0O)/(S-
S0))), se clasificaron como genes diferencialmente sobreexpresados en los genotipos
resistentes a los que presentaron valores positivos, y en los susceptibles, valores negativos.
Se identificaron 16 genes diferencialmente sobreexpresados en los genotipos resistentes y
26 en los susceptibles (FDR<0,01) (Tabla 10).

Tabla 10. Genes diferencialmente sobreexpresados en comuin para los genotipos resistentes (R), genotipos
susceptibles (S) vy totales (Total) en respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago
maydis a las 72 horas post infeccion, al incorporar las muestras control sin inyectar o inyectadas en ausencia

de patégeno al contraste.

Cantidad de genes

R/S sobreexpresados
R 16
S 26

Total 42




4.B.1.2.2 Enriquecimiento de términos ontoldgicos e identificacion de vias metabdlicas
Los 42 genes diferencialmente expresados entre genotipos resistentes y susceptibles en
respuesta a FV, FG y UM a las 72 hpi, al incorporar las muestras control sin inyectar o
inyectadas en ausencia de patdégeno al contraste, se asociaron con los procesos hioldgicos
de condensacion de cromosomas mitéticos (GO:0007076) y proceso del ciclo celular
mitético (G0O:1903047), asi como con la funcion molecular de actividad de reservorio de
nutrientes (GO:0045735) (Figura 24; Tabla A12).
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Figura 24. Enriquecimiento de términos ontolégicos para los 42 genes diferencialmente expresados en
respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccion, al
incorporar las muestras control sin inyectar o inyectadas en ausencia de patdgeno al contraste. En el eje y, se
pueden observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo negativo en base 10 de los
valores P de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. Se pueden observar los términos
ontolégicos asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde y procesos biolgicos (GO:BP) en naranja.

Por un lado, los 16 genes sobreexpresados en los genotipos resistentes en respuesta a FV,
FG y UM a las 72 hpi, estuvieron asociados a la via de biosintesis de betalainas
(KEGG:00965) (Figura 25; Tabla Al4).
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Figura 25. Enriquecimiento de términos ontoldgicos para los 16 genes diferencialmente sobreexpresados en los
genotipos resistentes en respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las 72
horas post infeccion, al incorporar las muestras control sin inyectar o inyectadas en ausencia de patégeno al
contraste. En el eje y, se pueden observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo
negativo en base 10 de los valores P de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. Se pueden

observar los términos ontologicos asociados a vias de sefializacién bioldgicas (KEGG) en violeta.



Por otro lado, los 26 genes sobreexpresados en los genotipos susceptibles en respuesta a
FV, FG y UM a las 72 hpi se vincularon con los procesos biol6gicos de condensacion de
cromosomas mitéticos (GO:0007076) y proceso del ciclo celular mitético (GO:1903047)
(Eigura 26; Tabla A15).
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Figura 26. Enriquecimiento de términos ontoldgicos para los 26 genes diferencialmente sobreexpresados en los
genotipos susceptibles en respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las
72 horas post infeccion, al incorporar las muestras control sin inyectar o inyectadas en ausencia de patégeno al
contraste. En el eje y, se pueden observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo
negativo en base 10 de los valores P de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. Se pueden
observar los términos ontoldgicos asociados a procesos bioldgicos (GO:BP) en naranja.

4.B.1.2.3 Vias metabolicas significativamente representadas
En respuesta a FV, FG y UM a las 72 hpi, al incorporar las muestras control sin inyectar o
inyectadas en ausencia de patégeno en el contraste, la via metabdlica representada en

PathView fue biosintesis de betalainas (KEGG:00965; Figura 27).
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Figura 27. Via de biosintesis de biosintesis de betalainas para los genes diferencialmente expresados en
respuesta a Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccion, al
incorporar las muestras control sin inyectar o inyectadas en ausencia de patdgeno en el contraste. Considerando
-1y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos resistentes se

visualizan en verde.




4.B.2. Fusarium verticillioides vs Fusarium graminearum

Para el contraste que involucré a F. verticillioides (FV) y F. graminearum (FG), se utilizaron
muestras provenientes de los proyectos 1y 4.

Dado que en estos proyectos las muestras fueron tomadas a las 72 horas post infeccion
(hpi), las comparaciones realizadas corresponden a ese momento temporal.

Ademads, se realizaron andlisis adicionales incorporando muestras del proyecto 2; sin
embargo, este proyecto incluia Unicamente el genotipo susceptible (B73), era el Unico con
reads single-end, presentaba un bajo porcentaje de reads alineadas con HISAT2 y
asignadas mediante featureCounts y no resultaba tan compatible con comparaciones a
realizar. Los resultados correspondientes se presentan en los anexos (Anexo 8G.
Comparaciones con Proyecto 2).




4.B.2.1. Resistentes vs susceptibles
Considerando el disefio donde el primer factor clasificaba a las muestras segun si provenian
de genotipos resistentes o susceptibles y el segundo factor estaba asociado al proyecto de
donde procedian los datos transcriptémicos; se realizé el contraste de genotipos resistentes
frente a susceptibles a partir de la siguiente ecuacién:

R-S
donde R corresponde a los genotipos resistentes y S a los susceptibles. Cabe aclarar que,
para este contraste, solo se consideraron los datos de genotipos que habian sido
infectados.

4.B.2.1.1. Expresion génica diferencial

A partir del contraste de genotipos resistentes contra susceptibles, se encontré un total de
4110 genes diferencialmente expresados entre los genotipos evaluados en respuesta a FV
y FG a las 72 hpi. Utilizando el logaritmo en base 2 del fold change (logz(R/S)), se
clasificaron como genes diferencialmente sobreexpresados en los genotipos resistentes a
los que presentaron valores positivos, y en los susceptibles, valores negativos.

Los genotipos resistentes mostraron una sobreexpresién de 2166 genes en comuin en
respuesta a los dos patégenos, mientras que, para el caso de los genotipos susceptibles,

se detectd sobreexpresion de 1944 genes compartidos (FDR<0,001) (Tabla 11).

Tabla 11. Genes diferencialmente sobreexpresados en comun para los genotipos resistentes (R), genotipos
susceptibles (S) y totales (Total) en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas

post infeccién.

Cantidad de genes

R/S sobreexpresados
R 2166
S 1944

Total 4110




4.B.2.1.2. Enriquecimiento de términos ontoldgicos e identificacion de vias metabolicas
Los 4110 genes diferencialmente expresados entre genotipos resistentes y susceptibles en
respuesta a FV y FG las 72 hpi, se asociaron con las vias de biosintesis de metabolitos
secundarios (KEGG:01110), procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico
(KEGG:04141), endocitosis (KEGG:04144), transducciébn de sefiales de hormonas
vegetales (KEGG:04075) y metabolismo de almidén y sacarosa (KEGG:00500) (Figura 28;
Tabla A16).

Entre las funciones moleculares asociadas, destacan actividad catalitica (GO:0003824),
actividad de reservorio de nutrientes (GO:0045735) y transferasa (GO:0016740), actividad
oxidorreductasa (G0:0016491), actividad de proteina quinasa (G0O:0004672), actividad
fosfotransferasa, grupo alcohol como aceptor (GO:0016773) y uniéon a proteinas mal
plegadas (GO:0051787) (Figura 28; Tabla A16).

Los procesos bioldégicos mas relevantes fueron localizacion (G0O:0051179), regulacion

biologica (GO:0065007), expresion génica (G0O:0010467), comunicacion celular
(GO:0007154), sefializacion (G0:0023052), maduracion de proteinas (G0O:0051604),
fotosintesis (G0:0015979), generacibn de metabolitos precursores Yy energia
(G0:0006091), fosforilacion de proteinas (GO:0006468), biogénesis de componentes
celulares (G0:0044085), transcripcion dirigida por ADN (GO:0006351), protedlisis
(G0:0006508) y multiples tipos de transporte y procesos metabélicos o biosintéticos.
Ademas, destacan las respuestas a estrés (GO:0006950), a compuestos que contienen
oxigeno (G0:1901700), a estimulo abiético (GO:0009628), a hormonas (G0O:0009725), a
estimulo biético (GO:0009607) y de defensa (GO:0006952) (Figura 28; Tabla A16).
Finalmente, los componentes celulares asociados fueron citoplasma (GO:0005737),
membrana (G0:0016020), cloroplasto (GO:0009507), tilacoide (G0:0009579), nucleo
(GO:0005634), region extracelular (GO:0005576), fotosistema | (GO:0009522),
subcompartimento del reticulo endoplasmatico (GO:0098827), entre otros (Figura 28; Tabla
Al6).
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Figura 28. Enriquecimiento de términos ontoldgicos para los 4110 genes diferencialmente sobreexpresados en
respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion. En el eje y, se
pueden observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo negativo en base 10 de los
valores P de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. De los 209 términos asociados, se
muestran los 20 términos mas significativos de cada fuente. Se pueden observar los términos ontoldgicos
asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde, procesos bioldgicos (GO:BP) en naranja, componentes

celulares (GO:CC) en celeste y vias de sefializacion bioldgicas (KEGG) en violeta.



Por un lado, los 2166 genes sobreexpresados en los genotipos resistentes en respuesta a
FV y FG a las 72 hpi estuvieron asociados a las vias de transduccion de sefales de
hormonas vegetales (KEGG:04075), biosintesis de metabolitos secundarios
(KEGG:01110), fotosintesis (KEGG:00195), fotosintesis-proteinas del complejo antena
(KEGG:00196) y metabolismo de almidén y sacarosa (KEGG:00500) (Figura 29; Tabla
Al7).

Las funciones moleculares vinculadas mas destacadas fueron actividad de reservorio de
nutrientes (G0:0045735), actividad catalitica (GO:0003824), actividad de transporte
(G0:0005215), actividad de transportador transmembrana (G0:0022857), actividad
transferasa (G0O:0016740), actividad reguladora de transcripcion (GO:0140110), actividad
de factor de transcripcion con uniéon a ADN (G0O:0003700) y constituyente estructural de la
cromatina (G0O:0030527) (Figura 29; Tabla A17).

Entre los procesos biologicos, destacaron fotosintesis (GO:0015979), regulaciéon de la
transcripcion dirigida por ADN (GO:0006355), expresion génica (GO:0010467), regulacion
del desarrollo floral (GO:0009909), transporte (GO:0006810), comunicacién celular
(G0:0007154), senalizacién (GO:0023052), respuesta a estimulo (GO:0050896), respuesta
al 4cido jasmonico (GO:0009753), biogénesis de componentes celulares (G0O:0044085),

respuesta a auxinas (G0O:0009733), localizacién (G0O:0051179), proceso de modificacion
de proteinas (G0:0036211), generacibn de precursores metabdlicos y energia

(G0:0006091) y diversos procesos metabdlicos o biosintéticos (Figura 29; Tabla A17).

Finalmente, los componentes celulares asociados fueron cloroplasto (G0:0009507),
tilacoide (G0O:0009579), envoltura (GO:0031975), nucleo (GO:0005634), fotosistema
(G0:0009521), membrana plasmatica (GO:0005886) y ribosoma (G0O:0005840) (Figura 29;

Tabla A17).
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Figura 29. Enriquecimiento de términos ontoldgicos para los 2166 genes diferencialmente sobreexpresados en

los genotipos resistentes en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post

infeccion. En el eje y, se pueden observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo

negativo en base 10 de los valores P de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. De los 154

términos asociados, se muestran los 20 términos mas significativos de cada fuente. Se pueden observar los

términos ontoldgicos asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde, procesos biolégicos (GO:BP) en

naranja, componentes celulares(GO:CC) en celeste y vias de sefializacion biolégicas (KEGG) en violeta.



Por otro lado, los 1944 genes sobreexpresados en los genotipos susceptibles en respuesta
a FVy FG alas 72 hpi se vincularon con las vias de biosintesis de metabolitos secundarios
(KEGG:01110), procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico (KEGG:04141),
endocitosis (KEGG:04144), degradacion de valina, leucina e isoleucina (KEGG:00280),
biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano (KEGG:00400) y biosintesis de
fenilpropanoides (KEGG:00940) (Eigura 30; Tabla A18).

Las funciones moleculares destacadas fueron actividad catalitica (GO:0003824), actividad
oxidorreductasa (G0:0016491), actividad ligasa (GO:0016874), actividad transferasa
(G0:0016740) y actividad de transportador transmembrana (G0O:0022857) (Figura 30;
Tabla A18).

Los procesos biol6gicos asociados fueron respuesta a estimulo (GO:0050896), respuesta
al estrés (G0O:0006950), localizacion (GO:0051179), transporte (GO:0006810), respuesta
celular a proteinas topolégicamente incorrectas (GO:0035967), plegamiento de proteinas
(G0O:0006457), maduracion de proteinas (GO:0051604), respuesta a estimulos bidticos
(G0O:0009607), respuesta al estrés osmotico (GO:0006970), protedlisis involucrada en el

proceso catabdlico de proteinas (GO:0051603), respuesta a compuestos que contienen
oxigeno (G0:1901700), respuesta celular a estimulos (GO:0051716), respuesta a otro
organismo (G0:0051707), respuesta a peroxido de hidrogeno (G0O:0042542) y diversos

procesos metabdlicos/catabdlicos o biosintéticos, entre otros (Eigura 30; Tabla A18).

Entre los componentes celulares destacaron citoplasma (GO:0005737), vacuola
(G0:0005773) y membrana del reticulo endoplasmatico (GO:0005789) (Figura 30; Tabla
Al8).
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Figura 30. Enriquecimiento de términos ontoldgicos para los 1944 genes diferencialmente sobreexpresados en
los genotipos susceptibles en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post
infeccion. En el eje y, se pueden observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo
negativo en base 10 de los valores P de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. De los 143
términos asociados, se muestran los 20 términos mas significativos de cada fuente. Se pueden observar los
términos ontoldgicos asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde, procesos biolégicos (GO:BP) en

naranja, componentes celulares(GO:CC) en celeste y vias de sefializacion biolégicas (KEGG) en violeta.



4.B.2.1.3. Vias metabdlicas significativamente representadas

En respuesta a FV y FG a las 72 hpi, las vias metabdlicas representadas en PathView
fueron fotosintesis (KEGG:00195; Figura 31), procesamiento de proteinas en el reticulo
endoplasmatico (KEGG:04141; Figura 32), fotosintesis-proteinas del complejo antena
(KEGG:00196; Figura 33), degradacién de valina, leucina e isoleucina (KEGG:00280;
Figura 34), biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano (KEGG:00400; Figura 35),
metabolismo de almidéon y sacarosa (KEGG:00500; Figura 36), biosintesis de
fenilpropanoides (KEGG:00940; Figura 37), biosintesis de metabolitos secundarios
(KEGG:00999; Figura 38), transduccion de sefales de hormonas vegetales (KEGG:04075;
Figura 39) y endocitosis (KEGG:04144; Figura 40).
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Figura 31. Via de la fotosintesis para los genes diferencialmente sobreexpresados en respuesta a Fusarium
verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion. Considerando -1 y 1 como los valores

minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos resistentes se visualizan en verde.
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Figura 32. Via de procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico para los genes diferencialmente
sobreexpresados en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion.
Considerando -1y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos

resistentes se visualizan en verde, mientras que los sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan
en rojo.
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Figura 33. Via de la fotosintesis-proteinas del complejo antena para los genes diferencialmente
sobreexpresados en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion.
Considerando -1y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos

resistentes se visualizan en verde.
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Figura 34. Via de degradacion de valina, leucina e isoleucina para los genes diferencialmente sobreexpresados
en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion. Considerando -
1y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos susceptibles

se representan en rojo.
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Figura 35. Via de biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano para los genes diferencialmente
sobreexpresados en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion.
Considerando -1y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos

susceptibles se representan en rojo.
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Figura 36. Via de metabolismo de almid6n y sacarosa para los genes diferencialmente sobreexpresados en

respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion. Considerando -1y
1 como los valores minimo y méaximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos resistentes se

visualizan en verde, mientras que los sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan en rojo.
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Figura 37. Via de biosintesis de fenilpropanoides para los genes diferencialmente sobreexpresados en
respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion. Considerando -1y
1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos resistentes se

visualizan en verde, mientras que los sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan en rojo.
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Figura 38. Via de biosintesis de metabolitos secundarios para los genes diferencialmente sobreexpresados en
respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion. Considerando -1y
1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos resistentes se

visualizan en verde, mientras que los sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan en rojo.
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Figura 39. Via de transduccién de sefiales de hormonas vegetales para los genes diferencialmente
sobreexpresados en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion.

Considerando -1y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos



resistentes se visualizan en verde, mientras que los sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan

en rojo.
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Figura 40. Via de endocitosis para los genes diferencialmente sobreexpresados en respuesta a Fusarium
verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion. Considerando -1 y 1 como los valores
minimo y maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos resistentes se visualizan en verde,

mientras que los sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan en rojo.



4.B.2.2. Resistentes vs susceptibles con la incorporacion de muestras control sin inyectar o
inyectadas en ausencia de patégeno
Para este contraste, se utilizaron las mismas muestras inoculadas analizadas en la seccién
anterior, pero se incorporaron muestras control sin inyectar de los mismos proyectos.
Considerando el disefio donde el primer factor clasificaba a las muestras segun si provenian
de genotipos resistentes o susceptibles y el segundo factor estaba asociado al proyecto de
donde procedian los datos transcriptomicos, se realizo el contraste de genotipos resistentes
frente a susceptibles a partir de la siguiente ecuacion:

(R-R0O)-(S-S0)
donde R y S corresponden a los genotipos resistentes y susceptibles infectados,
respectivamente; RO y SO corresponden a los genotipos resistentes y susceptibles control

sin inyectar.

4.B.2.2.1. Expresién génica diferencial

En cuanto se incorporaron las muestras control sin inyectar al contraste, se detectaron 501
genes diferencialmente expresados entre los genotipos evaluados. Utilizando el logaritmo
en base 2 del fold change (log:((R-R0)/(S-S0))), se clasificaron como genes
diferencialmente sobreexpresados en los genotipos resistentes a los que presentaron
valores positivos, y en los susceptibles, valores negativos. Se identificaron 252 genes
diferencialmente sobreexpresados en los genotipos resistentes y 249 en los susceptibles
(FDR<0,001) (Tabla 12).

Tabla 12. Genes diferencialmente sobreexpresados en comuin para los genotipos resistentes (R), genotipos
susceptibles (S) y totales (Total) en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas

post infeccién, al incorporar las muestras control sin inyectar.

Cantidad de genes

R/S sobreexpresados
R 252
S 249

Total 501




4.B.2.2.2. Enriquecimiento de términos ontoldgicos e identificacion de vias metabolicas
Los 501 genes diferencialmente expresados entre genotipos resistentes y susceptibles en
respuestaa FVy FG alas 72 hpi, al incorporar las muestras control sin inyectar al contraste,
se asociaron con las vias de procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasméatico
(KEGG:04141), fotosintesis (KEGG:00195), fotosintesis-proteinas del complejo antena
(KEGG:00196), metabolismo del carbono (KEGG:01200), via de pentosas fosfato
(KEGG:00030), glucdlisis/gluconeogénesis (KEGG:00010) y biosintesis de metabolitos
secundarios (KEGG:01110) (Eigura 41; Tabla A19).

Los componentes celulares vinculados fueron tilacoide (GO:0009579), membrana
fotosintética (GO:0034357), fotosistema (GO:0009521), membrana externa (GO:0019867),
citoplasma (G0O:0005737), cloroplasto (GO:0009507) y region perinuclear del citoplasma
(G0:0048471), entre otros (Figura 41; Tabla A19).

Entre los procesos biolégicos, destacaron plegamiento (GO:0006457) y maduracion
(GO:0051604) de proteinas, fotosintesis (GO:0015979), generacion de metabolitos
precursores y energia (GO:0006091), respuesta a proteinas no plegadas (GO:0006986),

respuesta a proteinas topolégicamente incorrectas (GO:0035966), respuesta a especies
reactivas de oxigeno (GO:0000302), respuesta al estrés osmético (GO:0006970) y
respuesta al estrés (GO:0006950) (Figura 41; Tabla A19).

Las funciones moleculares destacadas fueron unidbn de proteinas no plegadas

(G0:0051082), chaperona de plegamiento de proteinas (G0:0044183), unién de proteinas
mal plegadas (G0O:0051787), union de proteinas de choque térmico (GO:0031072), unién
de clorofila (G0O:0016168), actividad de terpeno sintasa (G0:0010333), actividad de
reservorio de nutrientes (G0O:0045735) y unién de tetrapirrol (GO:0046906) (Figura 41;

Tabla A19).
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Figura 41. Enriquecimiento de términos ontolégicos para los 501 genes diferencialmente sobreexpresados en
respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccién, al incorporar las
muestras control sin inyectar en el contraste. En el eje y, se pueden observar los términos ontolégicos
enriquecidos y en el eje x el logaritmo negativo en base 10 de los valores P de enriquecimiento ajustados (-
log(padj)) de esos términos. Se pueden observar los términos ontolégicos asociados a funciones moleculares
(GO:MF) en verde, procesos bioloégicos (GO:BP) en naranja, componentes celulares(GO:CC) en celeste y vias

de sefalizacion biolégicas (KEGG) en violeta.

Por un lado, los 252 genes sobreexpresados en los genotipos resistentes estuvieron
asociados con las vias de fotosintesis (KEGG:00195), fotosintesis-proteinas del complejo
antena (KEGG:00196) y transduccion de sefiales de hormonas vegetales (KEGG:04075)
(Eigura 42; Tabla A20).

Entre los componentes celulares vinculados destacaron membrana fotosintética
(G0:0034357), tilacoide (GO:0009579), fotosistema (GO:0009521), cloroplasto
(G0:0009507), complejo proteico de membrana (GO:0098796) y estroma cloroplastico
(G0:0009570) (Figura 42; Tabla A20).

Los procesos hiologicos asociados destacados fueron fotosintesis (G0:0015979),

respuesta a estimulo luminico (GO:0009416) y generacion de metabolitos precursores y
energia (GO:0006091) (Figura 42; Tabla A20).

Las funciones moleculares vinculadas fueron unioén de clorofila (GO:0016168), actividad de
la terpeno sintasa (GO:0010333) y union de tetrapirroles (GO:0046906) (Figura 42; Tabla
A20).
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Figura 42. Enriquecimiento de términos ontoldgicos para los 252 genes diferencialmente sobreexpresados en
los genotipos resistentes en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post
infeccion, al incorporar las muestras control sin inyectar en el contraste. En el eje y, se pueden observar los
términos ontol6gicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo negativo en base 10 de los valores P de
enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. Se pueden observar los términos ontologicos
asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde, procesos biolégicos (GO:BP) en naranja, componentes

celulares(GO:CC) en celeste y vias de sefializacién bioldgicas (KEGG) en violeta.



Por otro lado, los 249 genes sobreexpresados en los genotipos susceptibles se vincularon
con las vias de procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico (KEGG:04141),
metabolismo del carbono (KEGG:01200) e interaccién planta-patégeno (KEGG:04626)
(Eigura 43; Tabla A21).

Los componentes celulares asociados fueron citoplasma (GO:0005737) y region
perinuclear del citoplasma (G0:0048471), entre otros (Figura 43; Tabla A21).

Entre los procesos biolégicos destacaron plegamiento (GO:0006457) y maduracion
(G0O:0051604) de proteinas, respuesta al calor (GO:0009408), respuesta al peréxido de
hidrégeno (GO:0042542), respuesta celular a proteinas no plegadas (G0O:0034620),
respuesta celular a proteinas topolégicamente incorrectas (G0O:0035967), respuesta al
estrés osmotico (GO:0006970), respuesta a especies reactivas de oxigeno (GO:0000302),
proceso metabdlico de proteinas (G0O:0019538), respuesta al estrés (GO:0006950) y
regulacion de la estabilidad de proteinas (GO:0031647) (Figura 43; Tabla A21).

Las funciones moleculares vinculadas fueron uniébn de proteinas no plegadas

(G0:0051082), chaperona de plegamiento de proteinas (GO:0044183), unién de proteinas
mal plegadas (GO:0051787), union de proteinas de choque térmico (GO:0031072),
actividad dependiente de ATP (G0:0140657), actividad de hidrolisis de ATP (G0:0016887)
y actividad de hidrolasa, actuando sobre anhidridos acidos (G0O:0016817) (Figura 43; Tabla
A21).
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Figura 43. Enriquecimiento de términos ontolégicos para los 249 genes diferencialmente sobreexpresados en
los genotipos susceptibles en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post
infeccion, al incorporar las muestras control sin inyectar en el contraste. En el eje y, se pueden observar los
términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo negativo en base 10 de los valores P de
enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. Se pueden observar los términos ontologicos
asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde, procesos biolégicos (GO:BP) en naranja, componentes

celulares(GO:CC) en celeste y vias de sefializacion biolégicas (KEGG) en violeta.



4.B.2.2.3 Vias metabolicas significativamente representadas

En respuesta a FV y FG a las 72 hpi, al incorporar las muestras control sin inyectar en el
contraste, las vias metabdlicas representadas en PathView fueron procesamiento de
proteinas en el reticulo endoplasmatico (KEGG:04141; Figura _ 44),
glucolisis/gluconeogénesis (KEGG:00010; Figura 45), pentosas fosfato (KEGG: 00030;
Figura 46), fotosintesis (KEGG:00195; Figura 47), fotosintesis-proteinas del complejo
antena (KEGG:00196; Figura 48), transduccion de sefiales de hormonas vegetales
(KEGG:04075; Figura 49) e interaccién planta-patégeno (KEGG:04626; Figura 50).
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Figura 44. Via de procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico para los genes diferencialmente
sobreexpresados en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion,
al incorporar las muestras control sin inyectar en el contraste. Considerando -1y 1 como los valores minimo y

maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan en rojo.
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Figura 45. Via de glucolisis/gluconeogénesis para los genes diferencialmente sobreexpresados en respuesta a
Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion, al incorporar las muestras control
sin inyectar en el contraste. Considerando -1 y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes
sobreexpresados en genotipos resistentes se visualizan en verde, mientras que los sobreexpresados en

genotipos susceptibles se representan en rojo.
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Figura 46. Via de pentosas fosfato para los genes diferencialmente sobreexpresados en respuesta a Fusarium
verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion, al incorporar las muestras control sin
inyectar en el contraste. Considerando -1 y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes
sobreexpresados en genotipos resistentes se visualizan en verde, mientras que los sobreexpresados en
genotipos susceptibles se representan en rojo.



=] Catbon fhationin
PHOTOBYNTHESIS photosymthetic organisms,

h"\ Linthenna Proteins )
F tern [T

hor
N (Thenmljfynechococcus
1
Cllowoplast S, SERI)
stroma g

“,

Turden 4 > ! ) ATP synthase

Escherithia coli
— ,/ Photosystem I {Escherichia coli
- {Thermosytechococcus
elofigatus)

Photosystern I

)l o2 cpdd  cpd? oyt h3s Crytochroree be/f coraplex
[ Psbd [ PebD [ PshC [ PshB | PshE | PsbF | [ Pete [ PetD [ Peth | Petl | Petl | Petbd | Petll | Petd |
ISP OFC
Pshl [ Psh] [ PshK | Pshlvl| PshH | Pshl PshP Photosynthethic electron transport
FshER FshT | FsbU | Psh¥ | PsbW| FsbX | FC Fd FNE  cytcs
PsbY | PsbZ | Psh27 | Fsb2g |Psk28-2 [ etz | ORSEN] [ Petri | [ Peu |
Photosystem I F-type ATPase

‘ PsaAl PsaBl PsaCl Fsal FsaF PsalH | heta |alph3 |gammﬂ| delta |epsilcm| C | a | h |
‘ Psal | Psal | PsaKl Pszal | Psald Pgal | PsaX

Data on KEGG graph
Rendered by Pathview

Figura 47. Via de fotosintesis para los genes diferencialmente sobreexpresados en respuesta a Fusarium
verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion, al incorporar las muestras control sin
inyectar en el contraste. Considerando -1 y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los genes

sobreexpresados en genotipos resistentes se visualizan en verde.
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Figura 48. Via de fotosintesis-proteinas del complejo antena para los genes diferencialmente sobreexpresados
en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion, al incorporar las
muestras control sin inyectar en el contraste. Considerando -1 y 1 como los valores minimo y maximo de la

escala, los genes sobreexpresados en genotipos resistentes se visualizan en verde.
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Figura 49. Via de transduccion de sefiales de hormonas vegetales para los genes diferencialmente

sobreexpresados en respuesta a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion,



al incorporar las muestras control sin inyectar en el contraste. Considerando -1 y 1 como los valores minimo y
maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos resistentes se visualizan en verde, mientras que

los sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan en rojo.
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Figura 50. Vias de interaccion planta-patégeno para los genes diferencialmente sobreexpresados en respuesta
a Fusarium verticillioides y Fusarium graminearum a las 72 horas post infeccion, al incorporar las muestras
control sin inyectar en el contraste. Considerando -1 y 1 como los valores minimo y maximo de la escala, los

genes sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan en rojo.



4.B.3. Fusarium verticillioides vs Ustilago maydis

Para el contraste que involucré a F. verticillioides (FV) y U. maydis (UM), se utilizaron
muestras provenientes de los proyectos 1y 5.

Dado que en estos proyectos las muestras fueron tomadas a las 72 horas post infeccion
(hpi), las comparaciones realizadas corresponden a ese momento temporal.

Ademas, se realizaron analisis adicionales incorporando muestras del Proyecto 2; sin
embargo, este proyecto incluia Unicamente el genotipo susceptible (B73), era el Unico con
reads single-end, presentaba un bajo porcentaje de reads alineadas con HISAT2 y
asignadas mediante featureCounts y no resultaba tan compatible con comparaciones a
realizar. Los resultados correspondientes se presentan en los anexos (Anexo 8G.
Comparaciones con Proyecto 2).




4.B.3.1. Resistentes vs susceptibles
Considerando el disefio donde el primer factor clasificaba a las muestras segun si provenian
de genotipos resistentes o susceptibles y el segundo factor estaba asociado al proyecto de
donde procedian los datos transcriptémicos; se realizé el contraste de genotipos resistentes
frente a susceptibles a partir de la siguiente ecuacién:

R-S
donde R corresponde a los genotipos resistentes y S a los susceptibles. Cabe aclarar que,
para este contraste, solo se consideraron los datos de genotipos que habian sido
infectados.

4.B.3.1.1. Expresion génica diferencial

A partir del contraste de genotipos resistentes contra susceptibles, se encontré un total de
520 genes diferencialmente expresados entre los genotipos evaluados en respuesta a FV
y UM a las 72 hpi. Utilizando el logaritmo en base 2 del fold change (log:(R/S)), se
clasificaron como genes diferencialmente sobreexpresados en los genotipos resistentes a
los que presentaron valores positivos, y en los susceptibles, valores negativos.

Los genotipos resistentes mostraron una sobreexpresion de 322 genes en comdn en
respuesta a los dos patégenos, mientras que, para el caso de los genotipos susceptibles,

se detectd sobreexpresion de 198 genes compartidos (FDR<0,001) (Tabla 13).

Tabla 13. Genes diferencialmente sobreexpresados en comuin para los genotipos resistentes (R), genotipos
susceptibles (S) y totales (Total) en respuesta Fusarium verticillioides y Ustilago maydis a las 72 horas post

infeccion.

Cantidad de genes

R/S s obreexpresados
R 322
S 198

Total 520




4.B.3.1.2. Enriquecimiento de términos ontoldgicos e identificacion de vias metabolicas
Los 520 genes diferencialmente expresados entre genotipos resistentes y susceptibles en
respuesta a FV y UM a las 72 hpi se asociaron con la via del ribosoma (KEGG:03010), los
procesos bioldgicos de proceso metabdlico de compuestos organonitrogenados
(G0:1901564) y de proteinas (G0O:0019538), asi como con la funcién molecular de actividad
de reservorio de nutrientes (GO:0045735) y el componente celular citosol (GO:0005737)
(Eigura 51, Tabla A22).
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Figura 51. Enriquecimiento de términos ontolégicos para los 520 genes diferencialmente sobreexpresados en
respuesta a Fusarium verticillioides y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccién. En el eje y, se pueden
observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo negativo en base 10 de los valores P
de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. Se pueden observar los términos ontoldgicos
asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde, procesos biologicos (GO:BP) en naranja, componentes

celulares(GO:CC) en celeste y vias de sefializacién bioldgicas (KEGG) en violeta.

Por un lado, los 322 genes sobreexpresados en los genotipos resistentes en respuesta a
FV y UM a las 72 hpi, estuvieron asociados la via del ribosoma (KEGG:03010), a los
componentes celulares de citosol (GO:0005737) y cloroplasto (GO:0009507) y a la funcién
molecular de actividad de reservorio de nutrientes (GO:0045735) (Figura 52, Tabla A23).
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Figura 52. Enriquecimiento de términos ontolégicos para los 322 genes diferencialmente sobreexpresados en
los genotipos resistentes en respuesta a Fusarium verticillioides y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccion.
En el eje y, se pueden observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo negativo en
base 10 de los valores P de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. Se pueden observar los
términos ontoldgicos asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde, componentes celulares(GO:CC) en
celeste y vias de sefializacion bioldgicas (KEGG) en violeta.

Por otro lado, los 198 genes sobreexpresados en los genotipos susceptibles en respuesta
a FV y UM a las 72 hpi se vincularon con el componente celular de proyeccién celular
(G0:0042995) (Figura 53, Tabla A24).
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Figura 53. Enriquecimiento de términos ontolégicos para los 198 genes diferencialmente sobreexpresados en
los genotipos susceptibles en respuesta a Fusarium verticillioides y Ustilago maydis a las 72 horas post
infeccion. En el eje y, se pueden observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo
negativo en base 10 de los valores P de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. Se pueden
observar los términos ontolégicos asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde y componentes

celulares(GO:CC) en celeste.

4.B.3.1.3 Vias metabdlicas significativamente representadas
En respuesta a FV y UM a las 72 hpi, la via metabdlica representada en PathView fue

ribosoma (KEGG:03010; Figura 54).
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Figura 54. Via de ribosoma para los genes diferencialmente sobreexpresados en respuesta a Fusarium
verticillioides y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccién. Considerando -1y 1 como los valores minimo y
maximo de la escala, los genes sobreexpresados en genotipos resistentes se visualizan en verde, mientras que

los sobreexpresados en genotipos susceptibles se representan en rojo.



4.B.3.2. Resistentes vs susceptibles con la incorporacion de muestras control sin inyectar o
inyectadas en ausencia de patégeno
Para este contraste, se utilizaron las mismas muestras infectadas analizadas en la seccién
anterior, pero se incorporaron muestras control sin inyectar o inyectadas en ausencia de
patdgeno de los mismos proyectos.
Considerando el disefio donde el primer factor clasificaba a las muestras segun si provenian
de genotipos resistentes o susceptibles y el segundo factor estaba asociado al proyecto de
donde procedian los datos transcriptomicos, se realizo el contraste de genotipos resistentes
frente a susceptibles a partir de la siguiente ecuacion:

(R-R0O)-(S-S0)
donde R y S corresponden a los genotipos resistentes y susceptibles infectados,
respectivamente; RO y SO corresponden a los genotipos resistentes y susceptibles control
sin inyectar o inyectados en ausencia de patégenos.

4.B.3.2.1. Expresién génica diferencial

En cuanto se incorporaron las muestras control sin inyectar o inyectadas en ausencia de
patdgeno, se detectaron 14 genes diferencialmente expresados entre los genotipos
evaluados. Utilizando el logaritmo en base 2 del fold change (logz((R-R0)/(S-S0))), se
clasificaron como genes diferencialmente sobreexpresados en los genotipos resistentes a
los que presentaron valores positivos, y en los susceptibles, valores negativos. Se identificd
1 gen diferencialmente sobreexpresado en los genotipos resistentes y 13 en los
susceptibles (FDR<0,001) (Tabla 14).

Tabla 14. Genes diferencialmente sobreexpresados en comuin para los genotipos resistentes (R), genotipos
susceptibles (S) y totales (Total) en respuesta Fusarium verticillioides y Ustilago maydis a las 72 horas post

infeccion, control sin inyectar o inyectadas en ausencia de patdégeno.

Cantidad de genes

RIS sobreexpresados
R 1
S 13

Total 14




4.B.3.2.2. Enriquecimiento de términos ontoldgicos e identificacion de vias metabdlicas
Los 14 genes diferencialmente expresados entre genotipos resistentes y susceptibles en
respuestaa FVy UM alas 72 hpi, al incorporar las muestras control sin inyectar o inyectadas
en ausencia de patégeno, se asociaron con la funcién molecular de actividad de reservorio
de nutrientes (GO:0045735) (Figura 55, Tabla A25).
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Figura 55. Enriquecimiento de términos ontoldgicos para los 14 genes diferencialmente sobreexpresados en
respuesta a Fusarium verticillioides y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccién, al incorporar las muestras
control sin inyectar o inyectadas en ausencia de patogeno. En el eje y, se pueden observar los términos
ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo negativo en base 10 de los valores P de enriquecimiento
ajustados (-log(padj)) de esos términos. Se pueden observar los términos ontoldgicos asociados a funciones
moleculares (GO:MF) en verde.

El gen diferencialmente expresado en los genotipos resistentes en respuesta a FV y UM a
las 72 hpi, al incorporar las muestras control sin inyectar o inyectadas en ausencia de

patdgeno, no se asocié con términos ontoldgicos.

Los 13 genes sobreexpresados en los genotipos susceptibles en respuesta a FV y UM a
las 72 hpi, al incorporar las muestras control sin inyectar o inyectadas en ausencia de
patdgeno, estuvieron asociados con la funcion molecular de actividad de reservorio de
nutrientes (GO:0045735) (Eigura 56, Tabla A26).
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Figura 56. Enriquecimiento de términos ontologicos para los 13 genes diferencialmente sobreexpresados en
genotipos susceptibles en respuesta a Fusarium verticillioides y Ustilago maydis a las 72 horas post infeccion,
al incorporar las muestras control sin inyectar o inyectadas en ausencia de patdgeno al contraste. En el eje y,
se pueden observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo negativo en base 10 de los
valores P de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. Se pueden observar los términos

ontolégicos asociados a funciones moleculares (GO:MF) en verde.



4.B.3.2.3 Vias metabolicas significativamente representadas

En respuesta a FV y UM a las 72 hpi, al incorporar las muestras control sin inyectar o
inyectadas en ausencia de patdgeno, no se detectaron vias metabdlicas mediante g:profiler,
por lo que no se representaron en PathView.



4.B.4. Fusarium graminearum vs Ustilago maydis

Para el contraste que involucré a F. graminearum (FG) y U. maydis (UM), se utilizaron
muestras provenientes de los proyectos 4y 6.

Dado que en estos proyectos las muestras fueron tomadas a las 24, 48 y 96 horas post
infeccion (hpi), las comparaciones realizadas corresponden a esos momentos temporales.
Ademas, para las 24 y 48 hpi, se realizaron analisis adicionales incorporando muestras del
proyecto 3; sin embargo, este proyecto no resultaba tan compatible con comparaciones a
realizar. Los resultados correspondientes se presentan en los anexos (Anexo 8H.

Comparaciones con Proyecto 3).




4.B.4.1. 24 horas

4.B.4.1.1 Resistentes vs susceptibles

Considerando el disefio donde el primer factor clasificaba a las muestras segun si provenian
de genotipos resistentes o susceptibles y el segundo factor estaba asociado al proyecto de
donde procedian los datos transcriptomicos; se realizo el contraste de genotipos resistentes
frente a susceptibles a partir de la siguiente ecuacion:

R-S

donde R corresponde a los genotipos resistentes y S a los susceptibles. Cabe aclarar que,
para este contraste, solo se consideraron los datos de genotipos que habian sido

infectados.

4.B.4.1.1.1 Expresion génica diferencial

A partir del contraste de genotipos resistentes contra susceptibles, se encontré un total de
3116 genes diferencialmente expresados entre los genotipos evaluados en respuesta a FG
y UM a las 24 hpi. Utilizando el logaritmo en base 2 del fold change (log:(R/S)), se
clasificaron como genes diferencialmente sobreexpresados en los genotipos resistentes a
los que presentaron valores positivos, y en los susceptibles, valores negativos.

Los genotipos resistentes mostraron una sobreexpresion de 1805 genes en comln en
respuesta a los dos patdgenos, mientras que, para el caso de los genotipos susceptibles,

se detectd sobreexpresion de 1311 genes compartidos (FDR<0,001) (Tabla 15).

Tabla 15. Genes diferencialmente sobreexpresados en comun para los genotipos resistentes (R), genotipos

susceptibles (S) y totales (Total) en respuesta Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las 24 hpi.

Cantidad de genes

R/S sobreexpresados
R 1805
S 1311

Total 3116




4.B.4.1.1.2. Enriguecimiento de términos ontoldgicos e identificacion de vias metabolicas
Los 3116 genes diferencialmente expresados entre genotipos resistentes y susceptibles en
respuesta a FG y UM a las 24 hpi, se asociaron con las vias de replicacion de ADN
(KEGG:03030), biosintesis de metabolitos secundarios (KEGG:01110), fotosintesis
(KEGG:00195), transduccion de sefiales de hormonas vegetales (KEGG:04075) y
reparacion de mismatch (KEGG:03430) (Figura 57; Tabla A27).

Los componentes celulares destacados fueron citoplasma (GO:0005737), nucleo
(G0O:0005634), complejo MCM (G0:0042555), cloroplasto (GO:0009507), nucleosoma
(G0O:0000786), fotosistema (GO:0009521), tilacoide (GO:0009579), membrana plasmética
(G0O:0005886), membrana fotosintética (GO:0034357), complejo proteina-ADN
(G0:0032993), matriz mitocondrial (GO:0005759), cromosoma (G0O:0005694), complejo de
polimerasa alfa:primasas (GO:0005658) y cromatina (GO:0000785) (Figura 57; Tabla A27).
Los procesos biologicos fueron replicacion de ADN (GO:0006260), respuesta al estrés
(GO:0006950), fotosintesis (G0O:0015979), transporte (G0O:0006810), localizacion
(G0O:0051179), reparacion de rupturas de doble cadena (GO:0006302), replicacién de ADN
del ciclo celular (GO:0044786), ensamblaje de nucleosomas (GO:0006334), respuesta a

estimulo endégeno (G0O:0009719), organizacion de nucleosomas (G0O:0034728), respuesta
de defensa (G0O:0006952) y diversos procesos metabolicos o biosintéticos (Figura 57; Tabla
A27).

Entre las funciones moleculares destacaron actividad catalitica (GO:0003824), actividad de

transportador transmembrana (G0:0022857), actividad helicasa de ADN de cadena simple
(G0:0017116), actividad de transportador (GO:0005215), componente estructural de la
cromatina (G0:0030527), actividad oxidorreductasa (G0:0016491), actividad de
transferasa (G0O:0016740), actividad de molécula estructural (GO:0005198), actividad
hidrolasa, actuando sobre anhidridros, en anhidridros que contienen fésforo (GO:0016818),
actividad hidrolasa, actuando sobre enlaces de éster (GO:0016788) y actividad
oxidorreductasa, actuando sobre grupos CH o CH; (G0O:0016725) (Figura 57; Tabla A27).




Figura 57. Enriquecimiento de términos ontoldgicos para los 3116 genes diferencialmente sobreexpresados en
respuesta a Fusarium graminearum y Ustilago maydis a las 24 horas post infeccion. En el eje y, se pueden
observar los términos ontolégicos enriquecidos y en el eje x el logaritmo negativo en base 10 de los valores P
de enriquecimiento ajustados (-log(padj)) de esos términos. De los 145 términos asociados, se muestran los 20
términos mas significativos de cada fuente. Se pueden observar los términos ontoldgicos asociados a funciones
moleculares (GO:MF) en verde, procesos bioldgicos (GO:BP) en naranja, componentes celulares(GO:CC) en

celeste y vias de sefializacion bioldgicas (KEGG) en violeta.










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































