TESIS DOCTORAL

TITULO DE LA TESIS DOCTORAL

“Anadlisis evolutivo y funcional de los efectores nucleares CgEP1 y CgEP4 de
Colletotrichum graminicola, agente causal de la antracnosis del maiz.”

DOCTORANDO: Pablo Garcia Rodriguez
PROGRAMA DE DOCTORADO: Programa de doctorado en Agrobiotecnologia
DIRECTORES: Serenella Ana Sukno y Michael Ronald Thon

CENTRO DE TRABAJO: Instituto de Investigacion en Agrobiotecnologia (CIALE),
Departamento de Microbiologia y Genética, Area de Genética, Universidad de
Salamanca.

FECHA Y LUGAR DE LECTURA: 19 de septiembre de 2025 en el Instituto de Investigacién
en Agrobiotecnologia (CIALE), Universidad de Salamanca.

COMPOSICION DEL TRIBUNAL: Maria del Carmen Limén Mirén (Presidenta, Universidad
de Sevilla), Javier Sdnchez Martin (Secretario, Universidad de Salamanca) y Silvia
Rodriguez Pires (Vocal, Centro de Investigaciones Bioldgicas — Margarita Salas CSIC).

CALIFICACION: Sobresaliente cum laude
RESUMEN:

Colletotrichum es un género de hongos filamentosos fitopatégenos que causan la
enfermedad de la antracnosis. Colletotrichum graminicola es el agente causal de la antracnosis
del maiz (Zea mays), una enfermedad de gran impacto econdmico cuya incidencia estad en
aumento en distintas regiones del mundo y cuyos principales sintomas son el tizon foliar y la
pudricion del tallo. Su éxito infeccioso depende en gran medida de la accién de proteinas
efectoras, muchas de las cuales permanecen poco caracterizadas.

Esta Tesis Doctoral se centrd en dos efectores nucleares clave que son pardlogos entre
si: CgEP4 y CgEP1 (Colletorichum graminicola Effector Protein 4 and 1). El estudio de CgEP4
reveld que se trata de un efector con localizacién nuclear altamente conservado, originado por
una duplicacion ancestral, cuya funcidn resulta indispensable para la virulencia. Este gen esta
altamente conservado entre aislados de campo de C. graminicola de distintos continentes, lo
gue subraya su importancia bioldgica. A nivel experimental, se comprobd que CgEP4 se expresa
de manera especifica durante las fases iniciales de la infeccién y se transloca al nucleo de las
células de maiz. Los mutantes de delecién mostraron una notable reduccién en la capacidad de
penetracion y colonizacidon, asi como una activacién fuerte de defensas basales en el
hospedador, lo que indica que este efector cumple un papel esencial en la supresion de
respuestas inmunitarias tempranas. Ademas, los ensayos in vitro revelaron que su ausencia
altera procesos fungicos fundamentales como el crecimiento, la esporulacién y la tolerancia al
estrés oxidativo y salino, lo que apunta a una doble funcién de CgEP4: actuar sobre el
hospedador y, al mismo tiempo, regular aspectos internos de la fisiologia del hongo.



El andlisis de CgEP1 se centrd en lainfluencia de las repeticiones en tandem que presenta
en su secuencia sobre la virulencia. A partir de un conjunto de aislados naturales se identificaron
variantes alélicas que diferian en el nimero de repeticiones intragénicas (entre 5 y 8), lo que
permitid establecer una relacion directa entre la arquitectura del gen y la virulencia.
Experimentos de complementacidon funcional demostraron que se requieren al menos siete
repeticiones para mantener la virulencia, mientras que alelos con menos repeticiones pierden
eficacia infecciosa y se comportan como mutantes nulos. Modelados estructurales realizados
con AlphaFold2 confirmaron que la pérdida de repeticiones compromete la estabilidad
tridimensional de la proteina, explicando la pérdida de funcién. A nivel transcriptémico, se
comprobd que CgEP1 no solo suprime genes de defensa en las primeras etapas de la infeccidn,
sino que también reprograma el metabolismo del maiz en fases posteriores, favoreciendo la
colonizacion. De forma paralela, en el propio hongo regula la expresién de genes asociados a la
biosintesis proteica, al metabolismo energético y a enzimas de degradacidon de la pared vegetal,
reforzando su papel como efector multifuncional capaz de coordinar tanto la respuesta del
hospedador como la del patégeno.

En conjunto, esta tesis doctoral demuestra que CgEP4 y CgEP1 son efectores nucleares
fundamentales para la virulencia de C. graminicola. Ambos casos ilustran la complejidad de las
interacciones planta-patégeno y aportan nuevas perspectivas para el disefio de estrategias de
control frente a la antracnosis del maiz.
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