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RESUMEN

México es un pais exportador de una gran variedad de alimentos, entre los que destacan los frutos
tropicales como el platano, pifia, naranja, sandia, meldn y papaya. En la regién del Papaloapan se
producen muchos de ellos. No obstante, las condiciones climaticas promueven el desarrollo de
enfermedades causadas por hongos. Se ha estimado que los hongos son responsables del 5-10%
de las pérdidas, no solo en México sino en todos los paises en desarrollo. Por lo anterior, se
requieren estrategias efectivas para proteger a los frutos tropicales de la infeccién por hongos
patdgenos. Una estrategia de ultima generacién para la proteccion vegetal se basa en el uso de
RNAs pequeiios (sRNAs), los cuales se aplican mediante aspersién y se disefian para silenciar,
mediante el mecanismo de RNA de interferencia (RNAi) a genes esenciales para la vida del
patdgeno o para su virulencia.

En el presente trabajo, se planted el objetivo de disefiar y evaluar biofungicidas basados en sRNAs
dirigidos al silenciamiento de genes Dicer-like (DCL), los cuales son esenciales en procesos basicos
y en el ciclo de la infecciéon. Para esto, se identificaron y validaron experimentalmente las
secuencias de genes que codifican para la proteina DCL en los hongos fitopatdgenos Rhizopus
oryzae, Fusarium incarnatum y Geotrichum candidum. Se realizé la seleccidn de regiones de baja
similitud de los genes DCL entre los hongos y su respectiva planta huésped, y se prepararon
construcciones con las que se llevd a cabo la sintesis de sSRNAs. Finalmente, se evalué la actividad
de los sSRNAs como biofungicidas mediante bioensayos in vitro de inhibicidn de la germinacién de
esporas en medio de cultivo. De acuerdo con los resultados, los sSRNAs aplicados no mostraron
actividad biofungicida consistente en los bioensayos in vitro. Por otra parte, se realizaron pruebas
preliminares in vivo sobre otros frutos, obteniendo resultados similares. Estos resultados indican
la posibilidad de que DCL no sea esencial para la germinacion de esporas en estos hongos, y que
se requiere realizar modificaciones en las metodologias para la evaluacidn de la actividad in vitro
e in vivo del biofungicida, de tal forma que pueda explorarse el efecto durante diferentes etapas
del proceso de infeccidn. Esta informacion serd atil para explorar a futuro las posibilidades del
uso de biofungicidas basados en dsRNAs, dirigidos al silenciamiento de genes DCL, para el control

de las infecciones causadas por estos hongos en frutos tropicales.



ABSTRACT

Mexico produces and exports a big variety of tropical fruits, among them, banana, pineapple,
orange, watermelon, melon, and papaya. Most of these fruits are produced in the Papaloapan
region, where the weather conditions promote the development of fungal diseases. It has been
estimated that fungi are responsible for 5-10% of losses, not only in Mexico, but in all the
developing countries. Due to this, effective strategies are required for protection of tropical
fruits. A last generation strategy for plant protection is based on the use of small RNAs (SRNAs),
which are applied in spray and are designed for silencing, through the interference RNA (RNAI)
mechanisms, essential genes for pathogen life or virulence.

This work aimed to design and evaluate sRNA-based biofungicides directed to silence Dicer-like
(DCL) genes, which are esential for basic processes and for the infection cycle. For this, the
sequences of DCL genes were identified and experimentally validated in the plant pathogens
Rhizopus oryzae, Fusarium incarnatum y Geotrichum candidum. Then, regions of low similarity
between DCL genes from the pathogens and their respective host plant were selected and used
to obtain constructs for the synthesis of SRNAs. Finally, the activity of SRNAs as biofungicides was
evaluated in in vitro assays of spore germination in culture media. According to the results, the
applied sRNAs did not show consistent biofungicide activity. On the other hand, preliminary in
vivo assays using tomato fruits, and papaya leaves and fruits, showed similar results. This indicates
the possibility that DCL is not essential for germination of spores in these pathogens, and that it
is required to modify the methods for the evaluation of activity of biofungicides, in such way that
the effects can be explored along the different stages of the infection process. This information
will be useful to explore in the future the possibilities of using dsRNA-based biofungicides directed
to the silencing of DCL genes, for the control of infections caused by these fungal pathogens in

tropical fruits.
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DCL4 de Carica papaya. Los cuadros rojos superiores representan zonas homaologas
pertenecientes al brazo conector entre los dominios Dicer dsRNA-binding fold y Ribonucleasa Ill,
mientras que los Ultimos cuatro representan zonas homadlogas pertenecientes a ambos
dominios Ribonucleasa Ill que DCL1 de F. incarnatum predicho posee de acuerdo a pFam ....... 59
Figura 17. En la imagen superior ilustracidn representativa del gen DCL2 del hongo F.
incarnatum y sus dominios de acuerdo a pFam. En flechas azules se indica la zona escogida para
amplificar la zona de 250 pb para la produccién de dsRNA. En la imagen inferior alineamientos
de secuencias de aminoacidos del gen DCL2 predicho para F. incarnatum contra DCL1 y DCL4 de
Carica papaya. Las zonas con mayor similitud se encuentran sefialadas con recuadros rojos y los
tres representan area posterior al Ultimo dominio predicho de acuerdo a pFam para DCL2 de F.
([ Tor=T o o I (U1 o VOSSP 60
Figura 18. llustracién representativa del gen DCL1 del hongo G. candidum y sus dominios. En
flechas azules se indica la zona escogida para amplificar la zona de 500 pb para la produccién de
A RN A 61
Figura 19. Alineamientos de las secuencias de aminoacidos de DCL1 predicho de G. candidum y
DCL1 y DCL4 de Carica papaya. El recuadro representa homologia en una zona sin dominios al
final del gen (arriba). Alineamientos de DCL1 predicho de G. candidum y DCL1, DCL2, DCL3 Y
DCL4 de Cucumis melo. Los cuadros rojos representan zonas de mayor similitud entre
secuencias, los primeros dos estan ubicados en el dominio Dicer dsRNA-binding fold y el dltimo

pertenece al dominio Helicasa C-terminal (2bajo).........ccovviiiieieiiiieeeeee e 61
Figura 20. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de genes DCL en el patosistema R.
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Figura 21. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de genes DCL en el patosistema R.
OFYZACIA.COMOSUS. uuiieiiiiriiiiieeeeeeettttruuaeeeeeeeteearaasseseeereretsrsssseeeeseessssssssssesesessesmsssesseseessnessnnaneses 63
Figura 22. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de genes DCL en el patosistema
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Figura 23. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de gen DCL1 en el patosistema
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Figura 24. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de gen DCL2 en el patosistema
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Figura 25. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de genes DCL en el patosistema
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Figura 26. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de genes DCL en el patosistema
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Figura 27. Resultados de la amplificacién de DCL de los hongos Rhizopus oryzae (RoDCL1) (500
pb), Fusarium incarnatum(FiDCL1, FiDCL2) (ambos de 250 pb) y Geotrichum candidum(GcDCL1)

(500 pb) visualizados en gel de agarosa al 1% con buffer TAE........ccccceeeeveeiiireeeee e, 66
Figura 28 Constructo de 500 pb producto de overlap PCR para fusién de DCL1 y DCL2 del hongo
F. incarnatum visualizado en gel de agarosa al 1% y buffer TAE. .......cooovvvveeiiiiiiiiiirreeeeec e, 67

Figura 29. Resultados de la adicién de los promotores T7 a ambos extremos de las secuencias
DCL de los hongos R. oryzae (T7 Ro), F. incarnatum (T7 Fi) y G. candidum (T7 Gc) visualizados en
geles de agarosa al 1% y buffer TAE todos los resultados muestran un aumento en el peso
molecular, tal como se esperaba (536 Ph). ...uueeiiii e 68
Figura 30. Digestiones de plasmidos con la enzima Notl de las colonias transformadas Ro1, Ro3,
Ro4 y Ro5 del hongo R. oryzae visualizados en gel de agarosa al 1% y buffer TAE. Las bandas
tienen un peso molecular de entre 500-600 pb como se esperaba (536 pb) . ...cccceeevieeeecnnennn. 69
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Figura 31. PCR de colonia con primers T7 y las colonias Fil, Fi2, Fi3, Fi4, Fi5 y Fi6 como molde del
hongo F. incarnatum visualizados en gel de agarosa al 1% y buffer TAE. Los resultados muestran
bandas del peso molecular esperado (536 Ph). ....cccviieiiieeiiiieeece e 70
Figura 32. PCR de colonia con primers T7 y las colonias Gcl, Gc2, Ge3, Ged y Ge5 del hongo G.
candidum. visualizados en gel de agarosa 1% y buffer TAE. Los resultados muestran bandas del
peso molecular eSPerado (536 Ph)....uuii i iieiiiieeiiee ettt anes 70
Figura 33. Alineamientos de secuencias DCL de R. oryzae obtenidas por secuenciacion (Ro1DCL1
y Ro5DCL1) y de la base de datos funRNA (RoDCL1_funRNA). En amarillo se muestran las
AIfErencias ENtre Ellas. ... e e e e e e e e r e e e e e e e e e e nrraaaes 72
Figura 34. Alineamientos de secuencias DCL de F. incarnatum obtenidas por secuenciacion
(FilDCL1-2 y Fi2DCL1-2) y por prediccidn (FiDCL1-2_prediction). En amarillo se muestran las
diferencias de cambio de pares de bases y en amarillo la duplicacién de la secuencia
perteneciente al Primer reverso €N Fil. ... s e e s rae e s e naees 73
Figura 35. Alineamientos de secuencias DCL de G. candidum obtenidas por secuenciacién
(Gc2DCL1 y Ge4DCL1) y predicha (GeDCL1_prediction). En amarillo se muestran los cambios de
pPares de bases ENtre €llas. ........eeiiiiiei i e e e e e e eeas 74
Figura 36. Sintesis de IdsRNA para los hongos G. candidum y R. oryzae antes y después de la
purificaciéon de acuerdo con el procedimiento del kit MegaScript y de forma tenue se puede

lograr observar los sdsRNA de cada uno. Gel de agarosa al 1% y buffer TBE..........ccccevvuveevennneen. 75
Figura 37. Sintesis de IdsRNA para el hongo F. incarnatum antes y después de purificar y de
manera tenue los sdsRNA. Gel de agarosa al 1% con buffer TBE. ........cccccocvviviieinieennieeenieeene, 76

Figura 38. Resultados del bioensayo de inhibicion de la germinacion de esporas de R. oryzae
(5x103 esporas) tratadas con 0, 0.25, 0.5 y 1 pg de sRNAs largos (IdsRNAs) y cortos (sdsRNAs) en
UN VOIUMEN fiNAl A& 25 L. oo e e e e e e et r e e e e e e e ennrreaeeeeeeeeas 78
Figura 39. Resultados del bioensayo de inhibicion de la germinacion de esporas de G. candidum
(5x103 esporas) tratadas con 0, 0.25, 0.5 y 1 pg de sRNAs largos (IdsRNAs) y cortos (sdsRNAs) en
UN VOIUMEN fiNAl @ 25 L. oo e e e e e e e e e e e e e e e nnsreaeeeeaaeeas 79
Figura 40. Resultados del bioensayo in vitro de germinacién de esporas de F. incarnatum (5x103
esporas) en portaobjetos, bajo tratamiento con IdsRNA (800 ng). No se logré visualizar cambios
en numero y morfologia de macroconidias y clamidosporas a diferentes objetivos (el
experimento se realizo por triplicado en tres experimentos independientes). .....ccccccceeeeunrneeenn. 85
Figura 41. Resultados de los bioensayos in vivo de la actividad fungicida de sRNAs largos
(IdsRNAs) a concentracion de 0 ng (Control) y 800 ng(ldsRNAs) sobre Fusarium incarnatum
(1x10* esporas) en (A) frutos de papaya, (B) frutos de jitomate, y (C) hojas de papaya, en los dias
post-inoculacion INAICAdOS (API). vveeeeieeeiiiiiiiiieee e e e e e e arr e e e e e e e e e anrreaeeeeeeeees 87
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1.- INTRODUCCION

1.1 Crecimiento demografico y la demanda de alimentos

De acuerdo a la Organizaciéon de las Naciones Unidas se estima que la poblacion mundial
aumentara en 2,000 millones de personas en los préximos 30 ainos, pasando de los 7,700 millones
actuales a los 9,700 millones en 2050, pudiendo llegar a un pico cerca de 11,000 millones para
2100 (ONU, 2019). Este crecimiento demografico se traduce en una mayor demanda de alimentos
por parte de la poblacién. El estudio de perspectivas agricolas llevado a cabo por la OCDE-FAO
proyecta que las demandas de productos agricolas continuaran creciendo durante la préoxima

década (OECD, 2019).

1.2 Produccion agricola en el estado de Oaxaca

Debido a las diferencias geograficas, climaticas y de densidad de poblacidn, algunas partes del
mundo son mas adecuadas para producir alimentos y productos agricolas que otras. México
figura entre los principales paises cuando de exportacidn agricola se trata, debido a la calidad y
variedad de sus productos, logrando consolidar un comercio internacional con saldo favorable

(OECD, 2019).

En el estado de Oaxaca la actividad agricola registra una de las mads variadas producciones del
pais, y su notable calidad lo posiciona como un referente internacional; tan solo durante el afio

2019 registré un valor de produccion de 19,095,507.01 miles de pesos (SIAP, 2019).

Los cultivos destinados a la produccién de frutas comprenden un drea de 59 mil hectdreas del
campo oaxaquefio y cada afio agricola se destinan en todo el pais un total de 384 mil hectareas
de tierra para agricultura, lo que situa al estado de Oaxaca entre las entidades de México con mas
aportacién agricola al volumen nacional (Oaxaca.gob, 2021). En la tabla 1 se muestran los cultivos

de frutas principales de acuerdo al el volumen de produccién que aporta al pais.
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Tabla 1.- Posicion nacional y volumen de produccion anual de frutas en el estado de Oaxaca (SIAP, 2019).

Posicion Fruta Volumen (toneladas)
1 Papaya 314,713
2 Pifa 139,867
3 Limon 280,170
5 Mango 188,675
7 Meldn 16,054
8 Platano 62,311
8 Sandia 45,722
10 Naranja 54,826

Los Distritos de Desarrollo Rural de Tuxtepec y la Costa aportan 58% del valor de la produccion
total del Estado, cosechando 18.4 millones de toneladas. En la regién del Papaloapan destacan el

platano, pina, naranja, sandia, melén y papaya (Oaxaca.gob, 2021).

1.3 Pérdida y desperdicio de alimentos y las infecciones por hongos

El Grupo de Alto Nivel de Expertos en seguridad alimentaria y nutriciéon (High Level Panel of
Experts o HLPE por sus siglas en inglés) definen la pérdida y desperdicio de alimentos como la
disminucion de la masa de alimentos destinados originalmente al consumo humano,
independientemente de la causa y en todas las fases de la cadena alimentaria, desde la cosecha
hasta el consumo (HLPE, 2014). En un estudio, la FAO estimé que cada afio se pierde o desperdicia

alrededor de un tercio de los alimentos del mundo (FAO, 2011).

Estas pérdidas y desperdicios repercuten negativamente en la economia y en el medio ambiente.
Econdmicamente, representan una inversion desperdiciada que puede reducir los ingresos de los
agricultores y aumentar los gastos de los consumidores. Desde el punto de vista ambiental, la
pérdida y el desperdicio de alimentos provocan una serie de impactos, incluidas las emisiones

innecesarias de gases de efecto invernadero y el uso del agua y tierra de manera ineficiente, lo
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gue a su vez puede provocar la disminucién de los ecosistemas naturales y los servicios que

brindan (Lipinski et. al., 2013).

Mundialmente, de un total de 1.3 billones de toneladas de productos agricolas, el nivel mas
elevado de pérdidas y desperdicios se registra para las frutas y hortalizas con un porcentaje del
44% (Figura 1; Lipinski et. al., 2013), lo que indica la importancia de minimizar su pérdida y

desperdicio.

Figura 1. Pérdidas y desperdicios mundiales de alimentos, basado en la FAO 2011 (Lipinski et al., 2013)
Traduccion propia.

Se estima que los hongos son responsables del 5-10% de todo el desperdicio y pérdida de
alimentos en los paises en desarrollo (Snyder Churey & Worobo, 2019). Como se menciond
anteriormente, éstas pueden ocurrir en cualquiera de las fases de la cadena alimentaria:
produccién y cosecha, manipulacién y almacenamiento, procesamiento y embalaje, distribucién
y mercado y finalmente consumo. Es en las fases de cosecha y de manipulacion inicial, asi como

de almacenamiento, que las frutas y hortalizas son mds susceptibles a contraer infecciones
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fungicas, proliferando y contaminando al producto, provocando desde la merma hasta la

insatisfaccion del consumidor (Snyder, Churey, & Worobo, 2019).

Los hongos filamentosos, cominmente denominados “mohos” dentro de la industria alimentaria
son la causa mas comun del deterioro de alimentos en toda la cadena de suministro, en todos los
sectores alimentarios, e incluso estan asociados con el deterioro de productos altamente
procesados y de alta estabilidad (Lipinski et. al., 2013). Un ejemplo de ello es la enfermedad de

moho gris provocada por el hongo filamentoso Botrytis cinerea en fresas.

Por lo tanto, proteger a las frutas y hortalizas de las infecciones por hongos patégenos desde las
etapas de cultivo es necesario para disminuir las mermas en su comercializacién. Ademas de
garantizar la inocuidad alimentaria al representar un riesgo potencial para la salud puesto que
algunos hongos en descomposicién producen micotoxinas que son peligrosas, tales como los

géneros Aspergillus, Alternaria, Fusarium y Penicillium (Dukare et. al., 2018).

1.4 Estrategias tradicionales de proteccion vegetal

Para evitar mas pérdidas y desperdicios debido a infeccidén por hongos, los productores agricolas
hanimplementado una serie de estrategias que permiten la proteccién de sus cultivos, tales como

la plantacion mixta, uso de antagonistas y uso de agroquimicos convencionales.

1.4.1 Control genético mediante plantaciéon mixta

Este tipo de control requiere la busqueda, desarrollo y empleo de cultivos resistentes como
estrategias para limitar la infeccidon por hongos. Con la plantacidon mixta se pretende ralentizar, o
incluso, obstaculizar la propagacion de un patégeno debido a la diversidad genética de los cultivos
mixtos. De esta manera, si evolucionaran nuevas cepas capaces de superar la resistencia de las
plantas, éstas no podrian desarrollar apropiadamente su virulencia. Caso contrario a si se tratara
de una plantacién de monocultivos. Este concepto representa el uso de barreras fisicas y

moleculares contra las infecciones patégenas (Kettles & Luna, 2019).
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Sin embargo, el uso de plantaciones mixtas presenta desafios importantes para la cadena
alimentaria, ya que los diferentes cultivos pueden presentar necesidades distintas de nutrientes,

acceso a la luz solar, temporalidad y otras consideraciones practicas (Kettles & Luna, 2019).

1.4.2 Control biolégico mediante el uso de antagonistas

Se ha investigado el potencial de los antagonistas microbianos aislados de una diversidad de
habitats naturales, para la supresion de enfermedades durante el cultivo y en la poscosecha.
Todos los sistemas de biocontrol implican una interaccion tripartita entre los antagonistas
microbianos, el patégeno y el huésped, afectados por las condiciones ambientales. Se han
sugerido varios modos para las propiedades antifungicas de los antagonistas microbianos,
incluida la competencia por los nutrientes y el espacio, el micoparasitismo, la secrecidon de
antibidticos antifungicos y metabolitos volatiles e induccion de resistencia del huésped (Dukare
et. al.,, 2018). Independientemente del modo de accién, es importante considerar las
interacciones que se establecen entre los organismos involucrados y garantizar que éstas no

tengan consecuencias negativas en la calidad de los productos.

1.4.3 Control quimico mediante agroquimicos convencionales

Los agroquimicos utilizados para inhibir o eliminar especificamente enfermedades causadas por
hongos son un tipo de pesticidas conocidos como fungicidas. Los fungicidas son a menudo una
parte vital del manejo ya que controlan muchas enfermedades de manera satisfactoria.
Especialmente cuando las practicas culturales no proporcionan un control adecuado de
enfermedades, los cultivos resistentes a patdgenos no estan disponibles, o no son aceptados en
el mercado, o ciertos cultivos de alto valor tienen una tolerancia extremadamente baja a los

sintomas de la enfermedad (McGrath, 2016).

Sin embargo, pocos fungicidas son efectivos contra patdgenos después de haber infectado una
planta; la mayoria de ellos tienen una capacidad limitada cuando la enfermedad fungica se
encuentra en un estado avanzado, y a pesar de que su actividad antivirulenta sea dirigida y
especifica contra el patégeno. Esto también implica un alto riesgo de desarrollar resistencia al
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fungicida, volviéndolo menos efectivo o incluso inefectivo. Asimismo, las legislaciones que rodean
el uso convencional de fungicidas seran considerablemente mas estrictas en el futuro ya que el
uso de los Limites Maximos de Residuos (MRL por sus siglas en inglés, limites de residuos que
pueden ser encontrados en alimentos) hace que el uso de este tipo de quimicos no sea aceptado.
Esto significa que la industria agrotecnoldgica necesita ajustarse rdpidamente a nuevos
estandares y protocolos, asi como desarrollar nuevos productos capaces de proteger a sus

cultivos (Kettles & Luna, 2019).

1.5 Estrategias biotecnoldgicas modernas de proteccidon vegetal basadas en el uso de RNA

interferente (RNAI)

1.5.1 El RNA interferente (RNAI)

Para superar los obstaculos ya mencionados, se han desarrollado nuevas tecnologias basadas en
moléculas de RNA pequefios (SRNAs) conocidas como RNA interferente o RNAI. El mecanismo de
accién del RNAi es un proceso conservado e integral de regulacién génica presente en todos los
organismos eucariotas, que actla a través del silenciamiento génico a nivel postranscripcional, es

decir, el silenciamiento a nivel de RNA mensajero (RNAm).

En la Figura 2 se muestra el mecanismo de accion de microRNAs y siRNAs, dos tipos de RNAs
pequeiios (SRNAs) que regulan el silenciamiento génico postranscripcional en eucariotas. El
silenciamiento génico postranscripcional en plantas (PTGS) comienza con el procesamiento inicial
o la escision de un RNA precursor de doble cadena (dsRNA; Fig. 2A) en duplex cortos de pequefios
RNA de interferencia (siRNA; Fig. 2C) de 21 a 24 nucleétidos (nt) mediante una enzima similar a
la RNAsalll llamada Dicer (DCL; Fig. 2B). Los sSRNA de doble cadena se incorporan en un complejo
de silenciamiento inducido por RNA (RISC por sus siglas en inglés) que inicialmente desenrrolla el
siRNA, generando asi una cadena antisentido (o guia) que se empareja con secuencias diana
complementarias de RNA mensajero (RNAm) dentro de un complejo conocido como Argonauta
(AGO; Fig. 2D) causando su degradacién o la inhibicién de su traduccion (Werner et. al., 2020).

Por esta razén, los siRNA son efectores del control negativo de la expresion de los genes (Fig. 2E).
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Figura 2. Mecanismo de interferencia de RNA (RNAi) mediado por microRNAs y siRNAs. Modificado de
Akbar et al., 2022.

Estudios demuestran que durante la interaccién planta-hongo, ocurre un fenémeno bidireccional
denominado “cross-kingdom RNAi”, donde la planta envia hacia el hongo sRNAs que tienen por
objeto disminuir su virulencia, y al mismo tiempo, el hongo envia sRNAs hacia la planta para
suprimir su defensa y respuesta inmune (Figura 3; Wang et al., 2016). Se ha demostrado que los

sRNAs se transportan entre planta y patégeno mediante vesiculas extracelulares (He et al., 2021).

Este fendmeno de interaccion entre hongo-planta, mediado por siRNAs, es la base de dos
estrategias biotecnoldgicas para la proteccidn de cultivos. Dichas estrategias son Silenciamiento
Génico Inducido por el Huésped (Host-Induced Gene Silencing o HIGS por sus siglas en inglés) y
Silenciamiento Génico Inducido por Aspersion (Spray-Induced Gene Silencing o SIGS por sus siglas

en inglés).
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EE: early endosome; ER: endoplasmic reticulum; EVs: extracellular vesicles; EXPO: exocyst-positive
organelle; MVB/LE: multivesicular body/late endosome; ILV: intraluminal vesicle; PAMP: pathogen-
associated molecular pattern; PEN1: Penetration 1; PM: plasma membrane; PRR: pattern recognition
receptor; RBPs: RNA binding protein; TGN, trans-Golgi network.

Figura 3. Movimiento de sRNAs entre plantas y hongos durante la interaccion planta-patdgeno.
Modificado de Cai et al., 2021.

1.5.2 Estrategia HIGS o silenciamiento génico inducido por el huésped

La estrategia HIGS aprovecha el efecto silenciador de los SRNAs en organismos que interactdan
entre si e implica la expresién por parte del huésped de construcciones generadoras de sRNAs

dirigidos en contra de genes patdgenos, parasitos o simbiontes asociados (Knip et. al., 2014).

Sin embargo, esto significa que para que las plantas puedan producir dichos sRNAs, deben

modificarse mediante transformacién genética. Los organismos modificados genéticamente
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(OGMs) contintian siendo un tema de controversia para los consumidores, por lo que se necesita
de soluciones efectivas que sean amigables con el ambiente para controlar las enfermedades de

las plantas causadas por patdgenos que utilizan efectos de sRNAs.

1.5.3 Estrategia SIGS de silenciamiento génico inducido por aspersion

La estrategia de SIGS es mas reciente que HIGS. Su eficacia se evalud en el trabajo de Koch et al.
(2016) sobre el hongo Fusarium graminearum que infecta a la planta de cebada y ocasiona la
enfermedad conocida como “necrosis de la cebada” (Koch et. al., 2016), donde se demostré el
efecto de silenciamiento inducido por RNAs largos no codificantes (IdsRNAs) que tenian como
blanco los tres genes CYP51 del hongo. Estos genes estan involucrados en la sintesis de ergosterol,
uno de los componentes especificos de la membrana celular fungica. Dichos dsRNAs, al ser
aplicados via aspersién a la planta, lograron reducir el desarrollo del patégeno en las hojas de
cebada. De igual manera, en el mismo afilo Wang et al. (2016) demostraron que al aplicar de
manera externa dsRNAs y sRNAs que tenian por blanco los genes codificantes de la proteina Dicer-
like, DCL1 y DCL2, de Botrytis cinerea, redujeron la enfermedad del “moho gris” en vegetales,
frutas y pétalos de flores (Wang et. al., 2016). Estos estudios demuestran que la estrategia SIGS
es efectiva para el control de enfermedades flungicas y posee caracteristicas deseables en los
biofungicidas de nueva generacién, como ser amigables con el ambiente, ademas que resuelve el

problema del uso de OGMs.

A partir de las investigaciones pioneras de 2016, en los anos siguientes continuaron las
demostraciones de la efectividad de SIGS, ampliando el repertorio de hongos fitopatdégenos y de
genes blanco con potencial para su aplicacidon biotecnolégica. En la Tabla 2 se enlistan algunos de

los hongos fitopatdgenos y genes objetivos que se han investigado a la fecha.
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Tabla 2. Hongos fitopatdgenos y algunos ejemplos de genes objetivo en los que se ha probado la

efectividad de SIGS.
Hongo fitopatégeno Genes objetivo Referencia
Fusarium sp y Mycosphaerella sp AC vy subunidad a-B DNApol | Mumbanza et al., 2013
) ) Koch et al., 2016; Koch
Fusarium graminearum CYP51
etal., 2019.
Botrytis cinerea y Verticillium sp DCL1 y DCL2 Wang et al., 2016
Fusarium culmorum FcCYP51A-1By 1C Koch et al., 2018
Fusarium asiaticum y Fusarium )
. Myosina 5 Song et al., 2018
tricinctum
Sclerotinia sclerotorium Tioredoxina reductasa McLoughlin et al., 2018
ATC, 40S ribosomal protein
Phakopsora pachyrhizi S16, y proteina glicin- Hu et al., 2020
cleavage system H
Plasmopara viticola DCL1yDCL2 Haile et al., 2021
Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea y )
] ) VPS51, DCTN y SAC Qiao et al., 2021
Aspergillus niger
Verticillium dahliae DCL1y DCL2 Qiao et al., 2021
Fusarium graminearum DCL1y DCL2 Werner et al., 2020
Phytophthora infestans GPB1, Hmp1, Cut3, Endo3 Kalyandurg et al., 2021
o Slt2-Type MAP
Botrytis cinerea ) Spada et al., 2021
Kinase
Sarkar y Roy-Barman et
Magnaporthe oryzae MoDES
al., 2021
Phytophthora capsici Efectores RXLR Cheng et al., 2022
Sorbitol deshidrogenasa,
hsp90, TEF1- o, Fosfolipasa
Phytophthora infestans P ] P Sundaresha et al., 2022
D, HAM34-like
Fusarium culmorum TRI5 Tretiakova et al., 2022

AC: Adenilato ciclasa; DNApol: DNA polimerasa; CYP51 (A, B, C): Cytochrome P450 lanosterol C-14a-demethylase;
DCL1-2: Dicer-like 1 y 2; VPS51: Vacuolar protein sorting; DCTN: Dinactina; SAC: Supresor de Actina; GPB1:
Subunidad Beta de la proteina G; Hmp1: Proteina de membrana especifica de haustorio; Cut3: Cutinasa; Endo3:
Endo-1,3(4)- B- glucanasa; SIt2: Map Kinasa tipo SIt2; TEF1-a :Factor de elongacidén de la traduccién, HAM34-like:
proteina glucosilfosfatidilinositol-serina acidica-treonina-like. TRI5: Tricodieno sintasa. MoDES: Supresor de la
defensa de la planta. ATC: Acetyl-CoA acyltransferase

1.6 Los genes DCL como candidatos de la estrategia SIGS

Entre los blancos de silenciamiento mas efectivos en las aplicaciones de SIGS se encuentran los

genes Dicer-like o DCL. Estas proteinas forman parte de la ruta de biogénesis de los RNAs
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pequefios (Figura 2) por lo que son necesarias en los patégenos para producir RNAs pequeiios
que, no solo son esenciales para la virulencia (Figura 3) sino ademas para una amplia gama de
procesos celulares vitales, como la regulacion de la germinacidén, el desarrollo y la respuesta a
estimulos ambientales. De esta manera, la supresién de la actividad de los DCLs en los hongos
bloquearia la produccién de dsRNAs necesarios para regular el desarrollo y la virulencia, y por tal
razén, estos genes se han consolidado como objetivos para la proteccion vegetal mediante la
estrategia SIGS como se ha demostrado contra los patégenos Botrytis cinerea y Verticillium sp
(Wang et al., 2016), Fusarium graminearum (Werner et al., 2020), Plasmopara viticola (Haile et

al., 2021), y Verticillium dahliae (Qiao et al., 2021) (Tabla 2).

Las proteinas DCL poseen secuencias caracteristicas que incluyen un domino helicasa, un dominio
de dimerizacién y dos dominios con actividad RNasa lll, entre otros. La estructura de DCLs tipicos

de varios organismos se muestra en la Figura 4.

Accession: Q2Q3V8

Accession: AOA384JZT2

Accession: V5JFA1

Accession: A2QX45

Figura 4. Estructuras tipicas de proteinas DCL de insectos, hongos y plantas tomadas de la base de
datos pFam.

A las primeras demostraciones de la aplicacién de SIGS en el control de fitopatdgenos, se han
sumado nuevos estudios que han ampliado la lista de especies sobre las cuales resulta efectiva la

estrategia de silenciamiento. Entre éstas se encuentran especies de suma importancia econdmica
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como Magnaporthe oryzae, asi como diversas especies de Fusarium y de Phytophthora, que

afectan plantas de cultivo como hortalizas, solandceas y cereales.

No obstante, aln son escasos los estudios enfocados en la aplicacion de SIGS sobre patdgenos de
cultivos tropicales como la naranja, el café, el cacao, la pifia y la papaya. Algunos patégenos
importantes en frutos tropicales, principalmente en la etapa poscosecha son Rhizopus oryzae,

Fusarium incarnatum y Geotrichum candidum, mismos que se describen a continuacién.

1.7 Rhizopus oryzae, Fusarium incarnatum y Geotrichum candidum como patégenos

1.7.1 Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzae es un hongo patégeno que en cultivos agricolas provoca una enfermedad
conocida como “podredumbre blanda” que infecta frutos en etapas precosecha y poscosecha,
por lo que afecta el rendimiento y calidad de estos. Sus caracteristicas morfoldgicas principales

se muestran en la Tabla 3.

El primer sintoma de podredumbre blanda es una apariencia empapada de agua y las partes
infectadas posteriormente se desintegran en una masa blanda de células desorganizadas que se
desprenden, seguido de un rapido ablandamiento y desintegracion del tejido infectado. Se forma
un micelio blanco que cubre la fruta gradualmente con esporangiéforos y esporangios grises con

forma de mechdn de pelo (Kwon et. al., 2011; Figura 5).
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Tabla 3. Caracteristicas morfoldgicas del hongo patégeno Rhizopus oryzae (obtenida y modificada de
Kwon et al., 2011).

Caracteristica Color Forma Tamaio
Colonia Gris parduzco a gris - -
negruzco
Esporangio - Globoso 3-10 um de didmetro
Esporangiospora - Subgloboso, 4-10 pm de longitud
limoniforme
Esporangioforo - - 7-20 um de diametro
Columela - Globoso, subgloboso 9-120 um de
didmetro

La enfermedad de podredumbre blanca provocada por Rhizopus oryzae se ha reportado en
manzana, platano, camote (Kwon et. al., 2011, 2012), pera (Khokhar et. al., 2019), papaya (Cruz-
Lachica, 2017), melén y pifia (Santiago-Tapia, 2019).

Figura 5. A. Colonia en agar papa dextrosa después de una incubacion de 7 dias; B.
esporangio y esporangioforo; C. Columela; D. esporangiosporas; E. rizoides (Kwon et.
al., 2011).
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1.7.2 Fusarium incarnatum

Fusarium incarnatum es un hongo patdégeno con un rango variado de huéspedes a infectar. Este
es capaz de producir micotoxinas como fumonisina, deoxinivalenol y zearalenona. Estos quimicos
inducen la apoptosis a un nivel celular y son responsables de ciertos sintomas clinicos tales como

vémito y diarrea en humanos (Wonglom & Sunpapao, 2020).

En frutas, Fusarium incarnatum es conocido por provocar podredumbre en la etapa de
poscosecha en meldn (Wonglom & Sunpapao, 2020), pifia (Stepien, 2013; Santiago-Tapia, 2019),
papaya (Santiago-Tapia, 2019), y platano (Kamel, 2016), afectando el tejido cuando éste ya
presenta heridas previas (Wonglom & Sunpapao, 2020). Los signos externos visibles de la
enfermedad provocada por F. incarnatum se aprecian como micelio blanco similar al algoddn. Sus

caracteristicas morfolégicas se describen en la Tabla 4 y Figura 6.

Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas del hongo patégeno Fusarium incarnatum (obtenida y concentrada
de Wonglom & Sunpapao, 2020).

Caracteristica Color Forma Tamaio N° de Hifas
Colonia en PDA*  Blanco denso a Parecido al - -
durazno algododn
Macroconidio - Ligeramente 18-39 um de 3-5
curvo, afilado en longitud
el dpice
Microconidio - Ovoide, hialina, - -
unicelular, no
septada
Clamidospora - Globosa 5-10 um de -

didametro
*Agar Papa Dextrosa
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También se ha reportado que la infeccidn por F. incarnatum causa marchitez en flores como el
clavel (Camacho-Lépez et al., 2014), provocando también la denominada enfermedad de “pata

prieta” en la jamaica (Ortega-Acosta et al., 2015).

Figura 6. Colonia de Fusarium sp. en PDA (d), y las caracteristicas morfoldgicas
de Fusarium sp. (e—i). Las flechas indican clamidosporas (e) y macroconidios (i);
Cp, conididforos, Hp, hifa, Mc, macroconidios y Ph, fialida (Wonglom &
Sunpapao, 2020).

1.6.3 Geotrichum candidum

Geotrichum candidum es un hongo filamentoso parecido a una levadura. Es un organismo ubicuo
gue se encuentra en una variedad de habitats que incluyen aire, agua, ensilaje y suelo y también

en alimentos como la leche, el queso y los productos lacteos fermentados (Thornton et al., 2010).

Como fitopatdgeno, G. candidum causa una enfermedad denominada “Podredumbre agria” en
distintas frutas y vegetales durante la etapa de poscosecha, cuya infeccidén ocurre cuando los
productos se encuentran magullados o presentan heridas, ya sea en frutas maduras o inmaduras
gue se encuentren gravemente dafiadas. Los sintomas incluyen una descomposicién blanda,
acuosa y marron con una capa delgada de crecimiento micelial blanco en la superficie de la fruta.

La pudricion puede llegar al hueso de algunas frutas y consumirla por completo. La fruta podrida,
32



debido a esta enfermedad, presenta un olor caracteristico, que va desde la levadura hasta el
vinagre (Yaghmour et. al., 2012). Las caracteristicas morfoldgicas del hongo se muestran en la

Tabla 5y Figura 7.

Tabla 5. Caracteristicas morfoldgicas del hongo Geotrichum candidum (elaborada con informacion de
Hafeez et al., 2015).

Caracteristica Color Forma Tamaiio
Colonias Blancas No aéreas -
Conidioforos - - -
Conidios - Unicelulares, 4.5-12.5 X 2-5 um
artroporosos,
terminales aéreos,
hialinos y sub-
globosos
Clamidosporas - Subglobosas 4-5.3 um

La podredumbre agria causada por G. candidum ha sido reportada en frutas y verduras como
tomate (Thornton et. al., 2010), durazno, nectarina (Yaghmour et al., 2012), nispero (Hafeez et.

al., 2015), zanahoria (Horita, 2015), papaya y melén (Santiago-Tapia, 2019).
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Figura 7. d) Aislado GC2201 incubado en cultivo YMA durante 5 dias a 20 °C. e) Ramificacion
dicotémica de hifas hialinas del aislado GC2201. F) Artroconidios encadenados derivados de
hifas del aislado GC2201 (Horita et. al., 2015).
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2.- JUSTIFICACION

La region del Papaloapan se ubica como productora y proveedora importante de frutos tropicales
como la pifia, la papaya, la naranjay el platano. Debido a las condiciones climaticas prevalecientes
en la regidn, los cultivos y sus productos se encuentran expuestos al ataque de hongos patégenos

en diversos puntos de la cadena de produccién y de distribucion.

Dentro del amplio grupo de hongos fitopatdégenos que se han aislado en la Cuenca del
Papaloapan, se encuentran Rhizopus oryzae, Fusarium incarnatum y Geotrichum candidum. En el
laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad del Papaloapan se han identificado
molecularmente a partir de aislamientos obtenidos de los frutos de papaya, meldn, pifay platano

provenientes de mercados locales (Santiago-Tapia, 2019).

Aunque existen diversas estrategias para el control de fitopatégenos basadas en el uso de
compuestos fungicidas de origen sintético, se requiere el desarrollo de nuevas tecnologias que
no contaminen y provean un control eficiente de las infecciones para minimizar las pérdidas

econdmicas que estos organismos ocasionan en la produccidn agricola.

La estrategia SIGS, basada en el silenciamiento de genes fungicos a través de la actividad de RNAs
pequefios (sRNAs), ha surgido como una alternativa biotecnolégica de ultima generacion
amigable al ambiente y con gran potencial de aplicacién en una variedad de cultivos y productos
agricolas. No obstante, al tratarse de una biotecnologia reciente, solo se ha explorado en un
numero limitado de hongos que no incluye a los fitopatdgenos tropicales previamente

mencionados.

En este trabajo, se realizaron estudios de disefo y evaluacidon de sSRNAs para proponer estrategias
de disefio de biofungicidas para el control de los hongos Rhizopus oryzae, Fusarium incarnatum y

Geotrichum candidum en papaya, platano, meldén y pifia.
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3.- HIPOTESIS

Los biofungicidas basados en sRNAs dirigidos al silenciamiento de genes DCL fungicos seran
efectivos para el control de la germinacion y el desarrollo de los hongos fitopatdgenos Rhizopus

oryzae, Fusarium incarnatum y Geotrichum candidum, en bioensayos in vitro.
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4.- OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar la efectividad de biofungicidas basados en sRNAs dirigidos al silenciamiento de genes DCL,
sobre el control del crecimiento y desarrollo de los hongos fitopatégenos Rhizopus oryzae,

Fusarium incarnatum y Geotrichum candidum, en bioensayos in vitro.

5.2 Particulares

5.2.1 Identificar DCLs en los hongos de interés en bases gendmicas existentes o de novo, y

confirmar sus secuencias.

5.2.2 Diseiiar biofungicidas basados en sRNAs para el silenciamiento de genes DCL en los hongos

de interés.
5.2.3 Preparar construcciones para la sintesis de sRNAs in vitro.

5.2.4 Evaluar la efectividad de biofungicidas basados en sRNAs en el control del crecimiento y

desarrollo de los hongos identificados, mediante bioensayos in vitro.
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5.- DIAGRAMA EXPERIMENTAL

Figura 8. Diagrama experimental
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biolégico

6.1.1 Crecimiento de hongos en medio de cultivo

Las cepas aisladas, identificadas y almacenadas a -80 °C en un trabajo previo (Santiago-Tapia,
2019) fueron cultivadas en medio PDA (Potato Dextrose Agar; Dibico ®) para R. oryzae y F.
incarnatum, y en medio YEG (20 g/L glucosa, 5 g/L extracto de levadura, 15 g/L agar) para G.

candidum, e incubadas a 25 °C durante 7 dias.

6.1.2 Extraccion de ADN genémico por el método fenol-cloroformo

Se recolectd el micelio de los hongos mediante el raspado con una espatula y se depositd en un
mortero, luego con nitrégeno liquido se trituré con el mortero hasta obtener un polvo fino
(evitando que se humedeciera). Una vez triturado, se tomd un volumen de 200 ul y se depositéd
en un tubo de 1.5 mL. Se agregaron 600 uL de soluciéon de lisis (Anexo 1), se agité con ayuda del
vortex por 15 s y se incubd por 10 min a 80 °C en el termobloque. Posteriormente, se afiadieron
700 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y se mezcld en el vértex por 15 s, luego
se centrifugd a una velocidad de 10,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se separd y se
colocd en tubos nuevos y se agregd el doble del volumen de sobrenadante recuperado de alcohol
puroy 10 % de acetato de sodio 3 M con respecto al volumen del sobrenadante. Se mezcld en el

vortex durante 15 s y se dejd incubando a -20 °C durante 2 h.

Pasadas las 2 h de incubacidn se centrifugd el microtubo a 10,000 rpm durante 20 min, se eliminé
el sobrenadante y se afiadié 1 ml de etanol al 80 % frio, se mezcld en el vortex y se centrifugd
nuevamente a 10,000 rpm por 10 min. El sobrenadante se descarté y el precipitado se dejo secar
a temperatura ambiente durante 10 min. Finalmente, el precipitado se resuspendié en 40 ulL de

agua desionizada tratada con DEPC, estéril y tratada por luz UV.
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6.2 Identificacion de DCLs

6.2.1 Busqueda de genes DCL de Rhizopus oryzae

La secuencia DCLs de R. oryzae para la elaboracién del constructo se tomd de la base de datos

funRNA (http://funrna.riceblast.snu.ac.kr/index.php?a=view) que es una plataforma de

gendmica comparativa de todo el reino fungico para genes putativos que codifican Argonauta,

Dicer y RdRP (Choi et al., 2014).

6.2.2 Prediccion de genes DCL1 y DCL2 en Fusarium incarnatum

Las secuencias candidatas de DCLs de F. incarnatum se obtuvieron por prediccidon a partir de
secuencias DCL de hongos genéticamente cercanos depositados en funRNA y UniProt

(https://www.uniprot.org/), empleando inicialmente una bldsqueda con tBLASTn del NCBI contra

la base de secuencias traducidas disponibles para F. incarnatum. Las secuencias resultantes de
DCL1 y DCL2 se emplearon para realizar la identificacion de dominios caracteristicos de DCL
mediante el programa de prediccion de genes multiples en secuencias de ADN gendémico
FGENESH+

(http://www.softberry.com/berry.phtm|?topic=fgenesh&group=programs&subgroup=gfind)

contra los DCL de mayor similitud, para posteriormente verificar la presencia de dominios

caracteristicos mediante Pfam HMMER (http://pfam.xfam.org/).

6.2.3 Prediccion de gen DCL1 en Geotrichum candidum

Al no contar con anotaciones de DCLs en especies del género Geotrichum, se procedid a realizar
la prediccion de DCL mediante especies de géneros cercanos siguiendo la misma estrategia
utilizada para los genes de F. incarnatum. Pseudozyma antarctica fue el hongo utilizado en la

prediccién de DCL cuya secuencia se encontrd depositada en UniProt.
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6.3 Diseino de biofungicidas

6.3.1 Diseio de oligos para amplificacion de genes DCL

Para el disefio de oligos se utilizé el software SnapGene y la zona elegida para amplificar se ubico
de acuerdo con zonas de baja homologia procurando que ambos tuvieran temperaturas de
alineamiento cercanas y un tamano de entre 20-24 pb en el alineamiento de cada DCL contra los
DCL de las frutas a las que cada hongo infecta (Tabla 6), seglin lo reportado por Santiago-Tapia
(2019). Los oligos disefiados para cada DCL se observan en la Tabla 7 y para R. oryzae y G.
candidum amplifican un area de 500 pb, mientras que para DCL1 y DCL2 de F. incarnatum
amplifican un drea de 250 pb. La informacidn sobre las secuencias DCL de las frutas se encuentran

en el Anexo 6.

Tabla 6. Frutas tropicales a los que Rhizopus oryzae, Fusarium incarnatum y Geotrichum candidum
infectan (Santiago-Tapia, 2019).

Hongo Fruta tropical que infecta
Rhizopus oryzae e Papaya
e Pifa
e Meldn
Fusarium incarnatum e Papaya
Geotrichum candidum e Papaya
e Meldn

Tabla 7. Secuencias de oligos disefiados para la amplificacion de genes DCL en R. oryzae, F. incarnatum y

G. candidum.

Oligo Secuencia 5°- 3’ Tm °C
RoDCL1F CTGGAGCGACAATCACAAAGCAAA 68
RoDCL1R AGGTGGCACCTCTTGATCATCA 68
FiDCL1F CTTGGACAGCGAAATTGCAACAC 68
FiDCL1R GATCGAAAGCTGCCAATACCGG 68
FiDCL2F AATCTTACATCCAACGCCGCG 68
FiDCL2R TCGAGATGTTGGCGAGCATTTTC 68
GcDCL1F CTGCTAATGCAGGTCGAGTCATT 66
GcDCL1R AATCAACAATGAGGTCACTCCGC 66
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6.3.2 Amplificaciéon de DCL’s con la enzima Phusion High-Fidelity

Para realizar la amplificacién de las regiones seleccionadas de DCLs, se prepararon reacciones de
PCR de acuerdo con la Tabla 8. El programa de PCR empleado se encuentra en la Tabla 9, donde
ademas se especifica el empleo de un gradiente con la finalidad de determinar la temperatura de
alineamiento 6ptima para cada par de oligonucledtidos. Para cada evento de PCR se incluyd un

control negativo sin ADN.

Tabla 8. Componentes para master mix de PCR con la enzima Phusion de Thermo Scientific.

Componente Volumen (20 pl)
HF 5X Buffer (B05185 New England) 4
dNTP’s (NO44L New England) 1
Oligo Forward (10 puMm) * 0.5
Oligo Reverse (10 puM) * 0.5
Templado (DNAg 50-250 ng) 1
Phusion Polymerase (ThermoScientific) 0.5
ddH;0 + DEPC 9.5

*R. oryzae DCL1: RoDCL1F y RoDCL1R. *F. incarnatum DCL1: FiDCL1F y FiDCL1R. *F. incarnatum DCL2: FiDCL2F y
FiDCL2R. *G. candidum DCL1: GcDCL1F y GeDCL1R.

Tabla 9. Programa de PCR de gradiente para la amplificacion de genes DCL.

Paso Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 98 5 min 1
inicial
Desnaturalizacion 98 20s 30
Alineacion 66-68 20s
Extension 72 30s
Extension final 72 5 min 1

4 oo

6.3.3 Electroforesis de ADN

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1% (Anexo 1) con buffer de TRIS
acetato y EDTA (TAE), o bien, con TRIS, borato y EDTA (TBE) a una concentracion 1X (Anexo 1) y
se corrieron a 110 volts durante 45 min. Pasado el tiempo, el gel se sumergid en una solucién con

bromuro de etidio a una proporcién 0.02 pL/mL durante 1-2 min aproximadamente y se colocé
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de nuevo en la camara de electroforesis durante 5 min mas. La documentacién de los geles se

realizé en un transiluminador de UV (Ingenius Syngene Bio Imaging).

6.3.4 Purificacion con perlas (beads) magnéticas

A un microtubo de 1.5 mL se agregé la cantidad necesaria de beads (Agencourt ® AMPure® XP) y
del producto de PCR a purificar (a un volumen 2:1 beads-muestra) y se incubd por 5-10 min a
temperatura ambiente. Una vez trascurrido ese tiempo se colocéd el microtubo en el magneto
durante 5 min o hasta que todas las beads se observaron adheridas a la pared del tubo y se
elimind el sobrenadante con la ayuda de la micropipeta (sin mover del magneto). Se agregaron
200 pL de etanol frio al 70% y se incubd por 1 min fuera del magneto a temperatura ambiente, se
elimind el sobrenadante y se repitid el lavado. Se dejé secar el etanol residual en el magneto
sobre una sanita y una vez seco se agregaron 20 uL de ddH;0 + DEPC y se pipeted 10 veces,
posteriormente se incubd durante 5 min a temperatura ambiente para finalmente volver a

colocar el tubo en el magneto y colectar el sobrenadante (producto de PCR purificado).

6.4 Construccion y sintesis de dsRNAs

6.4.1 PCR overlap (superposicion) para fusion de genes DCL1 y DCL2 DE F. incarnatum

La fusidon de las secuencias DCL1 y DCL2 de F. incarnatum se realizé mediante la amplificacidn por
separado de cada secuencia con sus respectivos oligos y posterior purificacion. Enseguida se
realizd otra PCR con los oligos complementarios indicados en la Tabla 10, con temperatura de
alineamiento de 68 °C. Los productos se purificaron y se mezclaron en concentraciones
equimolares en un microtubo y se incubaron por 5 min a 95°C para desnaturalizar las hebras,
luego se redujo la temperatura a 24 °C durante 1 h para propiciar su hibridacién como se indica
en la Figura 6. Luego se agregaron 10 pL de mix con polimerasa y 10 pL de producto DCL1-DCL2
gue se incubé durante 10 min para que se pudieran rellenar con nucledtidos los espacios y se
pudiera formar un fragmento completo de la unidn DCL1-DCL2. Finalmente se llevé a cabo una

PCR de punto final con la polimerasa Maxima Probe de alta fidelidad. El proceso se realizé en el
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termociclador con el programa indicado en la Tabla 11 (a partir de la hibridacion de DCL1 y DCL2

complementarios). El resumen del proceso se encuentra ilustrado en la Figura 9.

Tabla 10. Oligos complementarios para Overlap PCR de DCL1 y DCL2 de F. incarnatum.

Oligo Secuencia 5’-3’

Tm
°C

Fi_2FRC_1R CGCGGCGTTGGATGTAAGATTGATCGAAAGCTGCCAATACCGG 87.6

(para DCL1)

Fi_1RRC_2F CCGGTATTGGCAGCTTTCGATCAATCTTACATCCAACGCCGCG

(para DCL2)

87.6

Tabla 11. Programa para Overlap PCR de DCL1 y DCL2 de F. incarnatum en termociclador

Paso Temperatura °C
Desnaturalizacion inicial 95
Hibridacion 24
Incubacion 68
Desnaturalizacion inicial 95
Desnaturalizacion 95
Alineamiento 68
Extension 72
Extension final 72

4

Tiempo

5 min
60 min
10 min

10 min

15s

30s

30s

5 min

Ciclos

1
1

30
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Figura 9. Proceso de Overlap PCR para fusion de genes DCL1 y DCL2 de F. incarnatum.

6.4.2 Adicion de secuencias T7

La secuencia T7 se aifadid a ambos extremos de la secuencia de DCL (Figura 10) mediante una
PCR de gradiente y oligos especificos disefiados con SnapGene sefialados en la Tabla 12, y
utilizando las mismas temperaturas de alineamiento indicadas en el punto 6.3.2 de amplificacion

de DCL’s
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Figura 10. Proceso de adicion de secuencias de promotor T7 en ambos extremos de la secuencia DCL.

Tabla 12. Oligos con secuencia de promotor T7 para R. oryzae, F. incarnatum y G. candidum.

Oligo
T7RoDCL1F
T7RoDCL1R

T7FiDCL1F
T7FiDCL2R
T7GcDCLIF
T7GcDCL1R

Secuencia 5°- 3’
TAATACGACTCACTATAGGGAGACTGGAGCGACAATCACAAAGCAAA
TAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGTGGCACCTCTTGATCATCA
TAATACGACTCACTATAGGGAGACTTGGACAGCGAAATTGCAACACT
TAATACGACTCACTATAGGGAGATCGAGATGTTGGCGAGCATTTTC
TAATACGACTCACTATAGGGAGACTGCTAATGCAGGTCGAGTCATT
TAATACGACTCACTATAGGGAGAAATCAACAATGAGGTCACTCCGC

Tm °C
80.4
79.7
79.8
80.2
78.3
79.4
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6.4.3 Ligacion del producto de PCR al vector pGEM®-T Easy (Promega)

Los productos obtenidos en la seccidén anterior se purificaron y se ligaron en el vector pGEM T

Easy (Anexo 2). Las reacciones de ligacién se llevaron a cabo de acuerdo con las especificaciones

de la Tabla 13.
Tabla 13. Preparacion de reacciones de ligacion en pGEM T Easy.
Componente Volumen (pL)

H.O 1

2X Rapid ligation buffer 2.5

Vector pGEM T Easy (50 ng) 0.5

Producto de PCR (DCL+T7) 0.5-1.5

T4 DNA ligase 0.5

El tubo con la mezcla se dejd incubar a temperatura ambiente por una hora y posteriormente en

refrigeracion durante toda la noche.

6.4.4 Transformacion de células quimicamente competentes de E. coli

Las ligaciones en el vector pGEM-T Easy se usaron para transformar a células quimicamente
competentes de E. coli mediante choque térmico (Anexo 2). Para esto, se siguieron las
instrucciones del manual One Shot Top 10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen). Brevemente,
un vial con células competentes de E. coli almacenado a -80 °C se colocé en hielo donde se
permitid descongelar dentro de una campana de flujo laminar por aproximadamente 5 min. Al
término se agregd 2.5 uL del producto de ligacién en las paredes de vial cerca de la superficie de
la solucién de células. Se mezclé dando golpes suaves a la base del vial. El vial se dejé incubar en
hielo durante 30 minutos. Pasados los primeros 15 minutos se volvié a mezclar la alicuota con
golpes suaves en el tubo. Después de los 30 minutos se realizd un choque térmico en un

termoblock a una temperatura de 42 °C por 30 s.

Transcurridos los 30 s el vial se regresé al hielo y se le adiciond 250 uL de medio LB o medio SOC

y se incubd a 37 °C por una hora con agitaciéon a 250 rpm en una incubadora con agitador
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mecanico (New Brunswick Scientific). Al término de la incubacion se plaquearon 50, 100 y 150 plL
del producto en cajas de Petri con medio sdélido LB suplementado con IPTG, X-Gal y ampicilina a
una concentracién de 100 ug/mL. Después del plaqueo las cajas se incubaron toda la noche a 37
°C, y al siguiente dia se incubaron a 4 °C en un refrigerador por dos horas con el objetivo de
diferenciar claramente las células transformadas de color blanco y células azules no

transformadas.

Las colonias blancas (células con el inserto) se seleccionaron y se picaron con la punta de un palillo
estéril para sembrarse en una caja con medio LB sdélido previamente etiquetada para la ubicacién
de cada clona seleccionada. El mismo palillo que fue usado para la inoculacidn y se introdujo en
un tubo con 5 mL de medio LB adicionado con ampicilina. La caja se incubd a 37 °C por 24 h. Los

tubos se incubaron a 37 °C con agitacién a 195 rmp durante toda la noche.

Posteriormente fueron analizadas por PCR de colonia (Anexo 2) con los oligonucleétidos de la
tabla 12 para verificar que el constructo correcto fue introducido, y una vez confirmado se extrajo
pldsmido para su secuenciacion (Anexo 2). Alternativamente, se confirmd la construccion
mediante digestion del plasmido con la enzima Notl (New England BiolLabs), de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

6.4.5 Secuenciacion

Los productos de PCR purificados se cuantificaron con ayuda de un equipo Nanodrop 2000
(Thermo Scientific) y fueron enviados a secuenciar en calidad de servicio a la unidad de
secuenciacion LANGEBIO en el CINVESTAV-Irapuato, mediante la metodologia Sanger. Una vez
obtenido el archivo de secuenciacion, se realizd el analisis de la secuencia obtenida con el

programa SnapGene.

6.4.6 Sintesis de IdsRNA y sdsRNA

Para la sintesis de IdsRNA se utiliz6 el kit MEGAscript™ RNAI de Invitrogen de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las reacciones se prepararon como se especifica en la Tabla 14, y se
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incubaron durante 1 h a 37 °C. Al término, los productos se purificaron y se analizd su
concentracion en un equipo Nanodrop. Los productos de esta reaccidon se identificaron como

RNAs largos de doble cadena o IdsRNA.

Tabla 14. Preparacion de reacciones de sintesis de RNA.I.

Componente Volumen (pL)
H20 Aforar a 20 uL
DNA con T7 en los extremos Variable, hasta 2 pg
10X T7 reaction buffer 2
ATP solution 2
CTP solution 2
GTP solution 2
UTP solution 2
Mezcla enzimatica T7 2

Para la sintesis de RNAs cortos o sdsRNAs, se prepararon reacciones de digestion empleando 10
pg de IdsRNA (10 pg) y la enzima ShortCut RNAse Il (New England Biolabs), de acuerdo a la Tabla
15. Las reacciones se incubaron a 37 °C por 20 minutos. Al término se adicionaron 10 pL de
solucién de EDTA al 10X para detener la reaccién. El producto se purificé agregando a la reaccién

110 pL de solucidén de acetato de sodio 3 M, 2 uL de glicogeno y 330 uL de etanol absoluto.

Tabla 15. Preparacion de reacciones de digestion con Rnasa lll.

Componente Volumen (pL)
H20 c.b.p. 100
10X buffer de reaccion 10
IdsRNA (reaccion previa) 10 pg
ShortCut Rnase Il 10
10X MgCl, 10

Después de mezclar por inversidn, la reaccion se incubd a -20°C por 2 horas para después
centrifugar por 20 min a 13,000 rpm en una centrifuga refrigerada (PicoFresco, ThermoScientific).
La pastilla precipitada se lavd dos veces con etanol al 70%, se dejé secar y se eluyd en 30 plL de

agua libre de RNasa.
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El producto se cuantificd en un espectrofotometro (Nanodrop, ThermoScientific) y se analizd en
un gel de agarosa al 1% junto al producto sin digerir (RNAs de doble cadena largos) obtenido

previamente.

6.5 Bioensayos de actividad in vitro e in vivo

6.5.1 Bioensayos in vitro de germinacion de esporas en placas

Los bioensayos de germinacion de esporas en placas se realizaron con la metodologia descrita
por Mumbanza et al. (2013). Brevemente, en un microtubo de 1.5 mL se agregaron 10 pL de la
suspension (Anexo 2) de esporas (5x10° esp/mL) y 15 pL de IdsRNA o sdsRNA para alcanzar la
concentracion final de 1, 0.5, 0.25 y 0 ug/25 pl finales, y se dejaron incubando por 24 h a 28 °C en
una incubadora. Se realizaron 3 réplicas por cada concentracién en 3 experimentos
independientes. Al término de la incubacién se adicionaron 1.5 mL de agua destilada estéril y se
plaquearon con ayuda de un asa de vidrio 50 pL de la suspension en cajas de Petri con medio (PDA
para R. oryzae y F. incarnatum y YEG para G. candidum).

Se contaron y registraron el nimero de colonias desarrolladas con un contador de mano (Hand

Tally Counter SXH5136) o con el software ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij).

6.5.2 Bioensayos in vitro de germinacion en portaobjetos

El efecto de los dsRNA largos también fue evaluado siguiendo la metodologia de Duaniss-Assaf et
al. (2022). Brevemente, en un portaobjeto se colocaron 10 pL de esporas suspendidas (5x103
esporas) en medio de cultivo liquido (PDB) y se incubd durante 24 h en condiciones humedas a
temperatura ambiente. Después del tiempo de incubacion se agregaron 40 pL de IdsRNA (20 ng/
uL) al tiempo cero, a las 4h y a las 8 h, se dejaron transcurrir 24 h de incubacién en las mismas
condiciones y se observd al microscopio utilizando azul de lactofenol como colorante de

contraste.
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6.5.3 Bioensayos in vivo

Los bioensayos de actividad fungicida in vivo se realizaron sobre frutos de papaya, jitomate y hojas
de papaya. Primeramente, se limpid superficialmente el drea con una sanita seca, luego con una
punta destilada estéril se hicieron pequefias heridas en el lugar de la inoculacién para asi permitir
una mejor entrada de dsRNA, se agregaron 20 pl de IdsRNA (40 ng/uL) para el tratamiento o agua
destilada estéril para el control, y se dejé incubando durante 24 h. Al dia siguiente se agregaron
20 pl de suspensiéon de esporas (5x10° esp/mL) y se observé el desarrollo durante los dias

posteriores.

6.5.4 Analisis estadistico

Para evaluar la actividad de los dsRNA en los bioensayos in vitro de germinacion de esporas en
placa se realiz6 un ANOVA para determinar las diferencias entre los factores (2 niveles,
concentraciéon y tipo de dsRNA) y su interaccion, y prueba de Tukey para la comparacién multiple

de medias con un 95% de confianza con ayuda del software de andlisis estadistico Minitab.
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7.- RESULTADOS

7.1 Identificacion y confirmacion de genes DCL en los hongos de interés

El primer objetivo del presente trabajo consistié en identificar DCLs en los tres hongos de interés:
Rhizopus oryzae, Fusarium incarnatum, y Geotrichum candidum, asi como realizar la confirmacion

de sus secuencias.

7.1.1 Busqueda de DCL1 en Rhizopus oryzae

Para el caso del hongo Rhizopus oryzae se encontrd una secuencia DCL reportada en la base de
datos (funRNA). Ademads de considerar esta secuencia, y en virtud de que para varios hongos se
conocen 2 genes DCL, se realizé un intento para encontrar un segundo DCL en el genoma de R.
oryzae, en caso de que existiera, de acuerdo a la metodologia de prediccion utilizada en el punto
7.1.2 pero no se obtuvo resultado en la busqueda por similitud con genes DCL. El DCL1 de R.
oryzae posee los dominios caracteristicos de la proteina Dicer (Tabla 18) y la regidén tiene un

tamafio de 3,720 nucledtidos. Su secuencia se presenta en el Anexo 3.

7.1.2 Prediccion de DCL1 y DCL2 en Fusarium incarnatum

Para el caso de F. incarnatum, no se encontraron genes reportados de DCL, por lo que se procedié
a la prediccién de éstos de acuerdo con lo indicado en el punto 6.2.2. Se encontraron DCLs para

especies relacionadas como F. fujikuroi, F. graminearum, y F. oxysporum, entre otras (Tabla 16).

Tabla 16. Informacion de genes DCL de especies de Fusarium.

Especies Base de datos
F. fujikuroi funRNA
F. graminearum funRNA
F. oxysporum funRNA
F. solani funRNA
F. verticilloides funRNA
F. coffeatum UniProt
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A partir de las secuencias de las especies de Fusarium se logré predecir a DCL1 (4,533 nt) en el
genoma de F. incarnatum, que contiene los dominios principales de Dicer. Adicionalmente se
predijo a DCL2 (2,427 nt) que cuenta con dos dominios (Tabla 17). Dichas secuencias se presentan

en el Anexo 4.

Tabla 17. Dominios de los genes DCL1 y DCL2 de F. incarnatum de acuerdo a PFam HMMER.

Gen Dominios en Pfam

F. incarnatum DCL1 e DEAD/DEAH box helicase
e Helicase conserved C-terminal domain
e Dicer dimerisation domain
e Ribonuclease Ill domain
e Ribonuclease Illl domain

F. incarnatum DCL2 e Helicase conserved C-terminal domain
e Dicer dimerisation domain

7.1.3 Prediccion DCL1 en Geotrichum candidum

Geotrichum candidum es un hongo con escasa anotacidon gendmica en las bases de datos. La
especie mas cercana para la cual se tiene reporte de DCL es Pseudozyma antarctica. A partir de
dicha secuencia se predijo el gen DCL1 en el genoma de G. candidum, que tiene una longitud de
4,500 pb y contiene solamente dos dominios helicasa de la proteina Dicer (Tabla 18), pero carece
de los dominios RNasa lll. Esto puede ser debido a la poca informacién reportada en bases de
datos para Geotrichum spp. y sus géneros mas cercanos (Saccharomyces spp., Naumovozyma
spp., Endomyces spp., Phaloasus spp., etc), sin embargo, se optd por utilizar esa secuencia y
continuar con la metodologia posterior. La secuencia potencial de DCL1 de Geotrichum candidum

se presenta en el Anexo 5.

En la Tabla 18 se enlistan a modo de resumen los dominios encontrados en las secuencias de DCL

identificadas o predichas en los hongos de interés en este trabajo.
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Tabla 18. Dominios presentes en los genes DCL de los hongos R. oryzae, F. incarnatum y G. candidum.

Dominio Rhizopus oryzae Fusarium Fusarium Geotrichum
DCL1 incarnatum incarnatum candidum
DCL1 DCL2 DCL1

Helicase C-terminal Presente Presente Presente Presente

Dicer double- Presente Presente Presente -

stranded RNA-

binding fold

DEAD/DEAH box - Presente - Presente

Ribonuclease Il Presente Presente - -

Una vez identificados los genes DCL, se procedié a extraer DNA gendmico de los tres hongos con
la finalidad de emplearlos como molde en reacciones de PCR y validar la presencia de los genes
DCL identificados. La confirmacion de los DCLs se realizd mediante la amplificacién de los DCLs,
toda vez que se seleccionaron las zonas para el disefio de los biofungicidas de sRNAs y se
sintetizaron los oligonucledtidos para la amplificacidn. Los resultados se muestran mds adelante.
En la Figura 11, se presentan los ADNs gendmicos extraidos a partir de los cultivos puros de los

hongos de interés, los cuales muestran buenas caracteristicas de integridad y peso molecular.

Figura 11. ADN gendmico de R. oryzae (Ro), F.
incarnatum (Fi) y G. candidum (Gc). Gel de agarosa 1 %
con Buffer TAE.
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7.2 Seleccidn de zonas para el disefio de biofungicidas dirigidos a genes DCL en los
hongos R. oryzae, F. incarnatum y G. candidum

Dando cumplimiento al segundo objetivo del presente trabajo, a partir de las secuencias de DCL
identificadas se ubicaron las zonas mas adecuadas para el disefio de los biofungicidas de sRNAs.
Una de las caracteristicas deseables en un biofungicida es la ausencia de efectos de silenciamiento
en genes fuera del objetivo. Para ubicar las zonas adecuadas se realizaron alineamientos multiples

entre las proteinas DCL de los hongos y los genes DCL de las plantas.

El DCL del hongo R. oryzae se analizd con respecto a los DCLs de las plantas que infecta, como es
el caso de la papaya, el meldn y la pifia. En todos los casos se observé que la menor homologia se
ubica en las regiones comprendidas entre el dominio helicasa C-terminal e incluyendo a Dicer
dsRNA-Binding fold. En la Figura 12 se muestra un esquema de la estructura del DCL reportado
en R. oryzae. En las Figuras 13, 14 y 15 se indican los alineamientos de DCL y las zonas
seleccionadas para la sintesis del biofungicida de los patosistemas (papaya) Carica papaya:R.

oryzae, (meldn) Cucumis melo:R. oryzae y (pifia) Ananas comosus:R. oryzae, respectivamente.

Para el caso de F. incarnatum, se realizaron alineamientos con el genoma de la papaya (Carica
papaya). En los alineamientos se observé la menor similitud entre DCL1 de F. incarnatum y los
DCL de papaya en la zona que abarca el dominio DEAD/DEAH box, helicasa C-terminal y Dicer
dsRNA-Binding fold (Figura 16), mientras que para el DCL2 la zona con menor similitud se
encuentra en la regidn espaciadora de los Unicos dos dominios que posee, Helicasa C-terminal y

Dicer dsRNA-Binding fold (Figura 17). Dicha regidn se selecciond para el disefio del biofungicida.

G. candidum infecta a papaya y melén de acuerdo con (Santiago-Tapia, 2019). En la Figura 18 se
esquematiza la estructura de su DCL presuntivo. Acorde a los andlisis de cada patosistema, la
menor similitud entre los DCLs de las plantas huésped se ubica entre los dominios DEAD/DEAH
box y helicasa C-terminal, por lo que estos sitios son aptos y se seleccionaron para el disefio del

biofungicida (Figura 19).
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Figura 12. Ilustracion representativa del gen DCL1 del hongo Rhizopus oryzae y sus dominios de acuerdo
a la base de datos funRNA. En flechas azules se indica la zona escogida para amplificar la zona de 500 pb
para la produccion de dsRNA.

Figura 13. Alineamientos de secuencia de aminodcidos de DCL1 de R. oryzae y DCL4, DCL1 de Carica
papaya. En cuadros rojos se muestran las zonas de mayor similitud, siendo estas, secuencias
pertenecientes a los dominios ribonucleasa Ill.
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Figura 14. Alineamientos de secuencia de aminodcidos de DCL1 de R. oryzae y DCL1, DCL2, DCL3 y

DCL4 de Cucumis melo. En la imagen superior los tres cuadros rojos representan zonas homdlogas

que pertenecen a la secuencia del dominio Helicasa C-terminal y el brazo conector a Dicer dsRNA-
Binding fold. En la imagen inferior se sefiala en cuadros rojos las zonas homdlogas pertenecientes a

los dos dominios Ribonucleasa Ill. -



Figura 15. Alineamientos de secuencia de aminodcidos de DCL1 de R. oryzae y DCL1, DCL2 y DCL3 de
Ananas comosus. En la imagen superior los cuatro cuadros rojos representan zonas homdlogas que
pertenecen a la secuencia del dominio Helicasa C-terminal y el brazo conector a Dicer dsRNA-Binding
fold. En la imagen inferior se sefiala en cuadros rojos las zonas homdlogas pertenecientes a los dos
dominios Ribonucleasa IlI.
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Figura 16. En la imagen superior ilustracion representativa del gen DCL1 del hongo F. incarnatum y
sus dominios de acuerdo a pFam. En flechas azules se indica la zona escogida para amplificar la
zona de 250 pb para la produccion de dsRNA. En la imagen inferior alineamientos de secuencias de
aminodcidos entre el gen DCL1 predicho para F. incarnatum contra los DCL1 y DCL4 de Carica
papaya. Los cuadros rojos superiores representan zonas homdlogas pertenecientes al brazo
conector entre los dominios Dicer dsRNA-binding fold y Ribonucleasa Ill, mientras que los ultimos
cuatro representan zonas homadlogas pertenecientes a ambos dominios Ribonucleasa Il que DCL1
de F. incarnatum predicho posee de acuerdo a pFam
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Figura 17. En la imagen superior ilustracion representativa del gen DCL2 del hongo F. incarnatum y sus
dominios de acuerdo a pFam. En flechas azules se indica la zona escogida para amplificar la zona de 250
pb para la produccion de dsRNA. En la imagen inferior alineamientos de secuencias de aminodcidos del
gen DCL2 predicho para F. incarnatum contra DCL1 y DCL4 de Carica papaya. Las zonas con mayor
similitud se encuentran sefialadas con recuadros rojos y los tres representan drea posterior al ultimo
dominio predicho de acuerdo a pFam para DCL2 de F. incarnatum.
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Figura 18. llustracion representativa del gen DCL1 del hongo G. candidum y sus dominios. En flechas
azules se indica la zona escogida para amplificar la zona de 500 pb para la produccion de dsRNA.

Figura 19. Alineamientos de las secuencias de aminodcidos de DCL1 predicho de G. candidum y DCL1 y
DCL4 de Carica papaya. El recuadro representa homologia en una zona sin dominios al final del gen
(arriba). Alineamientos de DCL1 predicho de G. candidum y DCL1, DCL2, DCL3 Y DCL4 de Cucumis melo.
Los cuadros rojos representan zonas de mayor similitud entre secuencias, los primeros dos estdn
ubicados en el dominio Dicer dsRNA-binding fold y el ultimo pertenece al dominio Helicasa C-terminal
(abajo).
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Los alineamientos de proteinas DCL entre los hongos y sus plantas huésped permitieron visualizar
regiones de alta conservacién de aminodcidos que deben evitarse en el disefio de los RNAs
pequeiios. Al mismo tiempo, se identificaron regiones de baja similitud de aminoacidos que
pueden ser adecuadas para el disefio, sin embargo, la interaccién que promueve el silenciamiento
postranscripcional ocurre a nivel de nucleétidos, por lo que es importante examinar estas

regiones para confirmar que existe una baja similitud de bases.

En las Figuras 20, 21 y 22 se muestran los alineamientos de las regiones de DCL escogidas para los
patosistemas de R. oryzae con las frutas que infecta respectivamente y se observa que no hay
similitudes en bases que puedan afectar el silenciamiento especifico de DCL del hongo. Para
F.incarnatum se muestra el alineamiento de las secuencias DCL del patosistema con C. papaya
para las secuencias predichas de DCL1 (Figura 23) y DCL2 (Figura 24), se observa de igual manera
poca similitud de bases. En G. candidum (Figura 25 y 26) se obtiene el mismo resultado para los

patosistemas con C. melo y C. papaya.

Figura 20. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de genes DCL en el patosistema
R. oryzae:C. papaya.
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Figura 21. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de genes DCL en el
patosistema R. oryzae:A.comosus.

Figura 22. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de genes DCL en el
patosistema R.oryzae:C.melo.
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Figura 23. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de gen DCL1 en el patosistema
F.incarnatum:C.papaya.

Figura 24. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de gen DCL2 en el patosistema
F.incarnatum:C.papaya.
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Figura 25. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de genes DCL en el
patosistema G.candidum:C.melo.

Figura 26. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de genes DCL en el
patosistema G.candidum:C.papaya.
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7.3 Construccion y confirmacidon para la sintesis de sRNAs in vitro

Para dar cumplimiento al tercer objetivo de este trabajo, y adicionalmente para confirmar la
secuencia de los DCLs a partir de DNA gendmico, se llevd a cabo la amplificacién de los genes
DCL1 de R. oryzae, DCL1 y DCL2 de F. incarnatum y DCL1 de G. candidum, de acuerdo con lo
especificado en el punto 6.3.2. Los resultados de la PCR se revelaron por electroforesis (Figura
27). Los productos de PCR amplificados a partir del gen DCL1 de R. oryzae (Ro)y G. candidum (Gc)
poseen un peso molecular de 500 pb como se esperaba, asi como DCL1 y DCL2 de F. incarnatum
(Fi) con 250 pb cada uno, respectivamente. Con estos resultados se procedié a realizar la

construccion de fusion de los dos DCLs de F. incarnatum.

Figura 27. Resultados de la amplificacion de DCL de los hongos Rhizopus oryzae (RoDCL1)
(500 pb), Fusarium incarnatum(FiDCL1, FiDCL2; ambos de 250 pb) y Geotrichum
candidum(GcDCL1; 500 pb) visualizados en gel de agarosa al 1% con buffer TAE.

Para la fusién en un solo constructo de 500 pb de DCL1 y DCL2 de F. incarnatum se llevd a cabo
una Overlap PCR de acuerdo con lo especificado en el punto 6.4.1. En la Figura 28 se muestra el
resultado de la fusiéon. A partir de los fragmentos de 250 pb, se logré obtener el producto

fusionado de 500 pb.
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Figura 28 Constructo de 500 pb producto de overlap PCR para fusion de
DCL1 y DCL2 del hongo F. incarnatum visualizado en gel de agarosa al
1% y buffer TAE.

Posteriormente, a los productos Unicos de DCL1 obtenidos de R. oryzae y G. candidum, asi como
al producto fusionado de F. incarnatum, se agregaron en ambos extremos las secuencias del
promotor T7 mediante PCR, empleando los oligonucleétidos que se especifican en la Tabla 12.
Los resultados de la adicion del promotor T7 se muestran en la Figura 29, donde se observa el
aumento del peso molecular, tal como se esperaba debido a la adicién en ambos extremos del

producto de fusién, para obtener un producto de 536 pb.
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Figura 29. Resultados de la adicion de los promotores T7 a ambos extremos de las secuencias DCL de los hongos R.
oryzae (T7 Ro), F. incarnatum (T7 Fi) y G. candidum (T7 Gc) visualizados en geles de agarosa al 1% y buffer TAE
todos los resultados muestran un aumento en el peso molecular, tal como se esperaba (536 pb).
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Con lafinalidad de conservar las construcciones flanqueadas por T7 y confirmar por secuenciacién
la identidad de los productos, se realizé su clonacién y transformacion en E. coli. Una vez que se
obtuvieron clonas de E. coli transformantes presuntivas, se realizd la confirmacién preliminar de
la presencia de las construcciones mediante digestion del plasmido con la enzima Notl para R.
oryzae (Figura 30) y mediante PCR de colonia para F. incarnatum (Figura 31) y G. candidum (Figura
32). Los procedimientos se encuentran especificados en el Anexo 2. Para los tres hongos se
obtuvo una correcta transformacion al observarse bandas del peso molecular esperado para cada

una de las colonias analizadas.

Figura 30. Digestiones de plasmidos con la enzima Notl de las colonias transformadas Ro1, Ro3, Ro4 y
Ro5 del hongo R. oryzae visualizados en gel de agarosa al 1% y buffer TAE. Las bandas tienen un peso
molecular de entre 500-600 pb como se esperaba (536 pb) .
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Figura 31. PCR de colonia con primers T7 y las colonias Fil, Fi2, Fi3, Fi4, Fi5 y Fi6 como
molde del hongo F. incarnatum visualizados en gel de agarosa al 1% y buffer TAE. Los
resultados muestran bandas del peso molecular esperado (536 pb).

Figura 32. PCR de colonia con primers T7 y las colonias Gc1, Gc2, Ge3, Ged y Ge5 del
hongo G. candidum. visualizados en gel de agarosa 1% y buffer TAE. Los resultados
muestran bandas del peso molecular esperado (536 pb).
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Después de verificar que la transformacién fue realizada correctamente y que las colonias blancas
analizadas contuvieran el constructo mayor de 500 pb de bases esperado, dos muestras de
plasmido por cada hongo, obtenidas de colonias bacterianas independientes, se enviaron a
secuenciar por ambos extremos a la unidad de secuenciacién LANGEBIO en el CINVESTAV-

Irapuato.

Los electroferogramas recibidos de la secuenciacion fueron analizados y limpiados para eliminar
las zonas de los extremos con poca especificidad, luego con ayuda del software SnapGene se
verificd que la secuencia de DCL tuviera los extremos T7 y para las dos secuencias de los tres
hongos estos las contenian. Después se hicieron alineamientos con la herramienta de T-Coffee

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/) del EMBL-EBI para comparar las secuencias de bases

de datos y predichas con las secuencias recibidas.

El alineamiento entre el DCL1 de R. oryzae de funRNA y los DCL1 de las colonias Ro1 y Ro5 que se
secuenciaron mostrd similitud casi del 100%, se encontraron cambios en dos bases (Figura 33),
esto sin considerar los extremos con las secuencias del promotor T7 que se encuentran a ambos
extremos del gen. Sin embargo, estas diferencias pertenecen al brazo conector entre el dominio
Dicer dsRNA-Binding fold y el primer dominio Ribonucleasa Ill por lo que no implican un cambio

en la funcionalidad del gen.

Para F. incarnatum se mandaron a secuenciar las colonias Fil y Fi2 y se alinearon en conjunto con
la uniéon DCL1-DCL2 de los genes predichos anteriormente. Los resultados mostraron cambios de
bases nucleotidicas que pertenecen a brazos conectores (Figura 34) entre el dominio DEAD/DEAH
box y helicasa C-terminal de DCL1 y los dominios helicasa C-terminal y Dicer dsRNA-Binding
domain de DCL2, ademas Fil presenta 21 pb adicionales en el extremo 3’ pertenecientes al oligo

reverso.

El alineamiento de DCL1 predicho para G. candidum y las secuencias de las colonias Gc2 y Gc4

mostraron multiples cambios de bases (Figura 35), este resultado se puede deber a la falta de
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secuencias DCL conocidas del género Geotrichum y sus géneros cercanos que llevaron a la

prediccion de DCL1 con especies lejanamente emparentadas.

Figura 33. Alineamientos de secuencias DCL de R. oryzae obtenidas por secuenciacion
(Ro1DCL1 y Ro5DCL1) y de la base de datos funRNA (RoDCL1_funRNA). En amarillo se
muestran las diferencias entre ellas.
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Figura 34. Alineamientos de secuencias DCL de F. incarnatum obtenidas por secuenciacion (Fi1DCL1-2 y
Fi2DCL1-2) y por prediccion (FiDCL1-2_prediction). En amarillo se muestran las diferencias de cambio de
pares de bases y en amarillo la duplicacion de la secuencia perteneciente al primer reverso en Fil.
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Figura 35. Alineamientos de secuencias DCL de G. candidum obtenidas por secuenciacion (Gc2DCL1
y Gc4DCL1) y predicha (GecDCL1_prediction). En amarillo se muestran los cambios de pares de bases
entre ellas.
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Los resultados de secuenciacién permitieron validar la identidad de los productos amplificados
como parte de genes DCL de los hongos respectivos, salvo algunas diferencias de bases que son
atribuibles a polimorfismos naturales. Sin embargo, estas diferencias son importantes de tener
en cuenta para el disefio de los sSRNAs biofungicidas, ya que reflejan la secuencia presente en el
hongo que se aislo por Santiago-Tapia (2019) y que se trabajo en esta investigacion, y por lo tanto

la secuencia que deberd ser interferida por los sSRNAs.

Para los tres hongos se realizo la sintesis de RNAs de cadena larga (IdsRNAs) y cortos (sdsRNAs),
obteniendo buenos rendimientos y concentraciones mayores a los 700 ng/ulL para cada uno.
Luego, 10 uL de IdsRNA fueron digeridos con la enzima ShortCut RNase Il para la generacidon de
sdsRNA donde se obtuvieron concentraciones éptimas para la realizacion de los bioensayos

superiores a los 100 ng/pL.

Los productos de sintesis de IdsRNA antes y después de purificar, asi como los sdsRNA, fueron

visualizados por electroforesis (Figuras 36 y 37). Dado que la composicion de los productos es

Figura 36. Sintesis de IdsRNA para los hongos G. candidum y R. oryzae antes y después de la
purificacion de acuerdo con el procedimiento del kit MegaScript y de forma tenue se puede
lograr observar los sdsRNA de cada uno. Gel de agarosa al 1% y buffer TBE
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RNA de doble cadena, se utilizd como marcador de peso molecular el mismo que es utilizado para

muestras de DNA, esperando que el dsRNA migre un poco mas lento a comparacion del DNA.

Figura 37. Sintesis de IdsRNA para el hongo F. incarnatum
antes y después de purificar y de manera tenue los sdsRNA. Gel
de agarosa al 1% con buffer TBE.

7.4 Bioensayos

El objetivo final del presente trabajo fue evaluar la actividad de los biofungicidas de sSRNAs sobre
el desarrollo de los hongos seleccionados. Los efectos significativos en la reduccién de desarrollo
de los hongos a causa de un fungicida pueden ser amplios, afectando desde su capacidad de
germinacién hasta la alteracidn del crecimiento del micelio y la muerte total del hongo. En este
trabajo se evaluaron dos efectos posibles, el primero sobre la germinacién de las esporas in vitro,
y el segundo sobre su capacidad de infectar érganos vegetales pretratados con sRNAs en

bioensayos in vivo.
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7.4.1 Efecto de biofungicidas de sRNAs sobre la germinacién de esporas in vitro

Los experimentos se llevaron a cabo primariamente en cajas con medio de cultivo, de acuerdo
con el punto 6.5.1 de la seccién de Materiales y Métodos. Esta metodologia se realizé para los
hongos R. oryzae y G. candidum. En la Figuras 38 y 39 se muestran las placas del bioensayo con

R. oryzae.

En R. oryzae se lograron cuantificar las esporas germinadas (Tabla 19 y 20), sin embargo, el
crecimiento del hongo fue rapido y con consistencia algodonosa que se expandia en toda la caja,
lo que limitd las observaciones un poco antes de que cubriera por completo la caja de Petri, a las
24h de germinacion. Para G. candidum el nimero de esporas germinadas fue abundante por lo
que se utilizo el software Image J para el conteo. Los resultados se muestran en las Tablas 21y

22.

A partir del numero de colonias desarrolladas, se observa que no existen diferencias que
demuestren que los tratamientos con IdsRNA y sdsRNA en R. oryzae y G. candidum inhiban o
disminuyan la germinacién de esporas y el desarrollo de colonias. Esto se pueden deber
probablemente a que el tipo de bioensayo utilizado no sea el adecuado ya que en el medio el
hongo tiene los nutrientes ideales para su crecimiento y esto puede contribuir a que los efectos

de los dsRNA no sean determinantes.
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Figura 38. Resultados del bioensayo de inhibicion de la germinacidn de esporas de R.
oryzae (5x10° esporas) tratadas con 0, 0.25, 0.5 y 1 ug de sRNAs largos (IdsRNAs) y
cortos (sdsRNAs) en un volumen final de 25 uL.
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Figura 39. Resultados del bioensayo de inhibicion de la germinacidn de esporas de G. candidum
(5x10° esporas) tratadas con 0, 0.25, 0.5 y 1 ug de sRNAs largos (IdsRNAs) y cortos (sdsRNAs) en
un volumen final de 25 ul.
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Tabla 19. Numero de colonias provenientes de esporas germinadas en tratamiento en placa con IdsRNA

en R. oryzae.
IdsRNA Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Control 025 05  1lpg Control 025 05  1pg Control 025 05  1lpg
Hg M8 Hg M8 Hg  ug
Rép 1 5 6 5 6 3 4 2 5 4 5 6 4
Rép 2 3 3 7 7 5 4 3 3 3 4 5 3
Rép 3 4 6 5 7 1 4 3 3 2 3 5 3

Tabla 20. Numero de colonias provenientes de esporas germinadas en tratamiento en placa con sdsRNA

en R. oryzae.
IdsRNA Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Control 025 05  1lpg Control 025 05  1lug Control 025 05  1lug
Hg M8 HE M8 Hg  ug
Rép 1 6 3 1 2 2 2 2 1 2 4 2 2
Rép 2 2 2 2 2 4 4 4 1 3 3 5 3
Rép 3 5 4 3 4 5 3 2 3 4 4 2 4

Tabla 21. Numero de colonias provenientes de esporas germinadas en tratamiento en placa con IdsRNA
en G. candidum analizadas con Image J.

IdsRNA Repeticion 1 Repeticion 2

Repeticion 3
Control  0.25 0.5 1ug Control A 0.25 0.5 1pg Control 0.25 05pg  1lpg
He Hg Hg [ 24

Rép 1 660 510 546 614 527 450 612 631 493 636 417 538
Rép 2 668 648 515 623 520 613 567 566 515 480 608 510
Rép 3 577 650 635 667 550 622 571 595 481 521 523 572
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Tabla 22. Numero de colonias provenientes de esporas germinadas en tratamiento en placa con sdsRNA
en G. candidum analizadas con Image J.

IdsRNA Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Control 0.25 @ 0.5 lug Control 0.25 0.5 lug Control 0.25 0.5 1ug
Hg ug K8 Hg ug 24

Rép 1 551 477 614 561 658 426 566 686 604 452 590 624
Rép 2 484 642 710 624 540 616 639 472 489 629 675 548
Rép 3 650 510 587 658 438 645 706 455 544 578 647 557

7.4.1.1 Analisis estadistico de resultados

Para el caso de R. oryzae, se realiz6 en ANOVA con el modelo lineal general del software Minitab
con los datos obtenidos mediante conteo manual (Tabla 19 a 22). Los datos por si solos no
cumplian con la distribucién normal necesarias para llevar a cabo el analisis por lo que fueron
transformados con la opcién del programa “A dptimo”. Los valores p obtenidos (Tabla 19)
indicaron que el tipo de dsRNA y la interaccion con la concentracion tienen un efecto significativo
sobre la inhibicidon con un p=0.000 y p=0.026 respectivamente, mientras que la concentracion no
mostré valores significativos. La comparacidn por parejas de Tukey obtenidos para tipo de dsRNA
con un 95% de confianza indicé diferencias significantes entre las medias de IdsRNA y sdsRNA
(Tabla 20). Para concentracidon no hubo diferencias (Tabla 21), mientras que la comparacion de
parejas para la interaccion Tipo de dsRNA-Concentracidon sefiala que los sdsRNA con
concentracion de 1 pg se colocan en un grupo independiente (C) y con la media de crecimiento
mas baja (2.31944), sin embargo, el grupo C se encuentra agrupado junto con Ay B en los
tratamientos control de RNA tanto largos como cortos (Tabla 22), por lo que tomando en cuenta
los resultados del experimento en general, se puede decir que estos datos no demuestran

diferencias significativas en la efectividad de los dsRNA acorde a sus concentraciones y tipo.
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Tabla 23. Andlisis de varianza para respuesta transformada en bioensayos in vitro en placa de Rhizopus

oryzae.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipo 1 1.9463 1.94634 14.97 0.000
Concentracion 3 0.1359 0.04530 0.35 0.790
Tipo*Concentracién 3 1.2824 0.42745 3.29 0.026
Error 64 8.3206 0.13001
Total 71 11.6852

Tabla 24. Agrupacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% para tipo de dsRNA en R.

oryzae.
Tipo N Media Agrupacion
L 36 4.05628 A
S 36 2.83986 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 25. Agrupacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% para concentracion de
tratamiento en R. oryzae.

Concentracion N Media Agrupacion
0.25 18 3.70001 A
0.00 18 3.35680 A
0.50 18 3.35236 A
1.00 18 3.28254 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 26. Agrupacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% para interaccion
Tipo*Concentracion en R. oryzae.

Tipo*Concentracion N Media Agrupacion

L 0.50 9 4.41832 A

L 1.00 9 4.41246 A

L0.25 9 4.27072 A B

S 0.00 9 3.52451 A B C
L 0.00 9 3.19317 A B C
S 0.25 9 3.17021 A B C
S 0.50 9 2.43332 B C
S 1.00 9 2.31944 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Para el caso de G. candidum se realizé el ANOVA con el modelo lineal general en el programa

Minitab con los datos obtenidos mediante el conteo automdtico de esporas germinadas en pla

ca

con ayuda del software ImagelJ (Tabla 17 y 18). Los valores de p obtenidos (Tabla 23) demostraron

que tanto la concentracion como el tipo de dsRNA vy su interaccidén no tienen efecto sobre
germinacién al tener valores mayores a p>0.05 por lo que la Ho es aceptada y Ha rechazada,

realizé también la prueba de Tukey con un 95% de confianza y todas las medias analizad

la
se

as

comparten el mismo grupo (Tabla 24, 25, 26) por lo que estas no son significativamente

diferentes, en conjunto esta informacién confirma lo que se observé cualitativamente en |
placas del bioensayo in vitro sobre la efectividad de los constructos (IdsRNA y sdsRNA) en

inhibicidn del crecimiento y desarrollo de las esporas.

Tabla 27. Andlisis de Varianza para datos de bioensayo in vitro en placa de G. candidum.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Concentracion 3 21283 7094 1.42 0.244
Tipo 1 2462 2462 0.49 0.485
Concentracion*Tipo 3 30309 10103 2.03 0.119

Error 64 319247 4988
Total 71 373301

as

la

Tabla 28. Agrupacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% para tipo de dsRNA en G.

candidum.
Tipo N Media Agrupacion
S 36 579.222 A
L 36 567.528 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 29. Agrupacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% para concentracion en G.

candidum.
Concentracion N Media Agrupacion
0.50 18 596.000 A
1.00 18 583.389 A
0.25 18 561.389 A
0.00 18 552.722 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Tabla 30. Agrupacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% para interaccion
Tipo*Concentracion en G. candidum.

Concentracion*Tipo N Media Agrupacion
0.50S 9 637.111 A
1.00L 9 590.667 A
1.00S 9 576.111 A
0.25L 9 570.000 A
0.50L 9 554.889 A
0.00 L 9 554.556 A
0.25S 9 552.778 A
0.00S 9 550.889 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

Dado que los resultados observados en los bioensayos in vitro en placa para R. oryzae y G.
candidum no mostraron ser efectivos, y asumiendo que posiblemente las esporas encuentren
ventajas para la germinacion debido a la riqueza y abundancia del medio de cultivo, se decidio
optar por un bioensayo que emplea pequefios volumenes de medio de cultivo liquido para el
analisis de la efectividad de los dsRNA en F. incarnatum siguiendo la metodologia especificada en

el punto 6.5.3.
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Figura 40. Resultados del bioensayo in vitro de
germinacidn de esporas de F. incarnatum (5x10°
esporas) en portaobjetos, bajo tratamiento con
IdsRNA (800 ng). No se logré visualizar cambios

en numero y morfologia de macroconidias y
clamidosporas a diferentes objetivos (el
experimento se realizd por triplicado en tres
experimentos independientes).
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Los resultados cualitativos no mostraron diferencias entre los tratamientos y los controles. En los
distintos tiempos del experimento (0, 4 y 8h), se observaron clamidosporas abundantes vy
macroconidias usualmente tefiidas de azul en cada una de las réplicas (Figura 40), sin embargo,

no se observo ningun tipo de inhibicidn o alteracién morfolédgica evidente.

7.5.3 Bioensayos in vivo

Con la finalidad de evaluar la efectividad del biofungicida basado en dsRNA en F. incarnatum, y
de acuerdo con los antecedentes de patogenicidad reportados por Santiago-Tapia (2019), donde
F. incarnatum fue aislado e identificado como uno de los principales hongos que infectan al fruto
de la papaya (Carica papaya), por lo que este patosistema fue evaluado mediante ensayos in vivo

siguiendo lo especificado en el punto 6.5.3.

Los resultados obtenidos no resultaron exitosos al no lograrse establecer la infeccién con el uso
de esporas tanto en frutos y hojas como en el patosistema C.papaya-Fusarium (Figura 41). Las
muestras vegetales resultaban infectadas por hongos distintos al de interés antes de que se

lograran observar las caracteristicas principales de infeccion de F. incarnatum.

En el analisis de varianza (ANOVA) en este trabajo la Hipdtesis nula (Ho) hace referencia a que
ninguno de los tratamientos tiene efecto sobre la inhibicidn de la germinacién de esporas,
mientras que la Hipotesis alternativa (Ha) hace referencia a que al menos uno de los tratamientos
estd teniendo efecto. Hasta este punto del trabajo, los resultados mostraron la validez de la

hipodtesis nula.
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Figura 41. Resultados de los bioensayos in vivo de la actividad fungicida de sRNAs largos
(ldsRNAs) a concentracidn de 0 ng (Control) y 800 ng(ldsRNAs) sobre Fusarium incarnatum
(1x10*esporas) en (A) frutos de papaya, (B) frutos de jitomate, y (C) hojas de papaya, en los
dias post-inoculacion indicados (dpi).
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8.- DISCUSION

El silenciamiento génico es un proceso natural que las células emplean para reprimir la expresiéon
de genes a distintos niveles, por ejemplo, a nivel transcripcional mediante cambios en la
estructura de la cromatina, o a nivel postranscripcional a través de la degradacion de transcritos
e inhibicidn de la sintesis de proteinas (Qi, 2019). En ambos tipos de silenciamiento se encuentran
involucradas pequefias moléculas de RNA de doble cadena (dsRNAs) cuya funcién es interferir
con la transcripcién y la traduccidn de los genes, y por tanto se les conoce también como RNA de
interferencia o RNAIi. Pero el silenciamiento génico va mas alld del interior celular: estos
mecanismos no solo acttian en las células que generan los dsRNAs, sino que los dsRNAs pueden
transportarse y ser entregados en otras células para silenciar genes de otros organismos (Wang
et al.,, 2016). Este es el principio de lo que se conoce como entrecruzamiento de reinos o en
inglés, cross-kingdom RNAI, que se establece durante la interaccién entre plantas y patdgenos,

entre plantas e insectos, entre plantas y nematodos, y entre plantas y organismos benéficos.

El silenciamiento génico, ademas de cumplir funciones naturales importantes en los organismos,
se ha convertido en los ultimos afios en una herramienta de investigacion y desarrollo
biotecnoldgico. EI RNAI se ha empleado en diversos sistemas para suprimir la expresion de genes
de los que se desea indagar alguna funcidn bioldgica (Lopez-Dolz et al., 2020), o bien, como
estrategia prospectiva para tratar enfermedades humanas (Levanova y Poranen, 2018), o
proteger a las plantas del ataque de patdgenos (lgbal et al, 2020). Ademds de esto, se ha
reportado que los dsRNAs pueden ser tomados del ambiente, por lo que el potencial de uso del
RNAi se ha ampliado y simplificado. Una de estas estrategias, basadas en la aplicacién externa de
dsRNAs, es el Silenciamiento Génico Inducido por Aspersion (SIGS, por sus siglas en inglés), que
ha demostrado efectividad en la proteccidon de plantas contra hongos patdgenos (Tabla 2 y

referencias ahi citadas).

En este trabajo se evalud la estrategia SIGS dirigida a los genes codificantes de la proteina Dicer-
Like (DCL), la cual cumple un papel importante en el mecanismo del RNAI, a fin de reducir la
virulencia de los hongos Rhizopus oryzae, Fusarium incarnatum y Geotrichum candidum en la

infeccion de frutos tropicales de importancia econdmica en la regién del Papaloapan. Para
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demostrar una prueba de concepto y sefialar el potencial de la tecnologia basada en RNAi contra
hongos fitopatdégenos de frutos tropicales en el periodo poscosecha, primariamente se

identificaron los genes DCL empleando bases de datos y predicciones.

Con excepcidn de R. oryzae, que cuenta con un DCL identificado y depositado en las bases de
datos, los hongos de interés no tienen reportes de secuencia de DCL, asi que se predijeron con
ayuda de diferentes herramientas bioinformaticas. El hongo F. incarnatum, a pesar de provenir
de un género amplio y conocido, no cuenta con genes DCL identificados. Mientras que G.
candidum no posee informacién gendmica de su mismo género. Sin embargo, y con base en las
secuencias de DCL de hongos filogenéticamente cercanos se lograron predecir y aislar dos genes

DCL para F. incarnatum (Figura 16 y 17) y uno para G. candidum (Figura 18).

La estructura basica de los genes DCL presenta dominios caracteristicos que se conservan en los
organismos eucariotas. Estos dominios son una helicasa DEAD, helicasa C-terminal, dominio dicer
de unién a dsRNA y dos dominios Ribonucleasa Ill. El gen DCL1 obtenido de la base de datos
funRNA para R. oryzae posee los dominios Helicasa C-terminal, Dicer dsRNA-Binding fold y los dos
dominios Ribonucleasa lll. En F. incarnatum se predijeron los genes DCL1 y DCL2, con los dominios
DEAD/DEAH box, Helicasa C-terminal, Dicer dsRNA-Binding fold y los dos dominios Ribonucleasa
lIl para DCL1, mientras que para DCL2 solo se identificaron los dominios Helicasa C-terminal y
Dicer dsRNA-Binding fold. Por otra parte, se logré predecir a DCL1 en G. candidum, encontrando
solo los dominios DEAD/DEAH box y Helicasa C-terminal. Cabe sefialar que la informacion
gendmica disponible para el género Geotrichum spp. y sus géneros mas cercanos (Saccharomyces
spp., Naumovozyma spp., Endomyces spp., Phaloasus spp., etc) es escasa y este puede ser un
factor que limita la confiabilidad de la secuencia predicha, por lo que se requieren mas
investigaciones para la obtencién de informacién molecular del género Geotrichum spp. y sus

cercanos y de esta forma se pueda realizar una prediccién mas certera.

Uno de los factores mas importantes a considerar en el disefio de una estrategia SIGS es la regidn
del gen a partir de la cual se sintetizaran los dsRNAs. Primariamente, se establecid que las

regiones de disefo deberian mostrar baja similitud con los DCLs de la planta huésped, ya que, al
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codificar proteinas conservadas entre reinos, la seleccién de una region de alta similitud podria
traer por efecto el silenciamiento simultaneo de los DCLs de la planta y del patégeno, situacion
gue no seria favorable para la planta. Por lo tanto, y tal como se realizé en trabajos publicados
previamente (McLoughlin et al., 2018; Werner et al., 2020; Nerva et al. 2020), se llevaron a cabo
alineamientos de las secuencias nucleotidicas de los DCLs de los patdégenos con los DCLs de sus
huéspedes respectivos. Las zonas de menor similitud resultaron ser aquellas que se encuentran
fuera de los dominios funcionales de los DCLs, es decir, las regiones espaciadoras. Por tal razén

estas regiones se emplearon para el disefio de los dsRNAs.

Adicionalmente, es importante que se realice una buena seleccidon de longitud de la regién de
sintesis de dsRNAs. Hofle et al., (2019) probaron el disefio de dsRNAs de longitudes que iban
desde los 400 pb hasta los 1500 pb, y encontraron que para la aplicacion de SIGS, la longitud de
las construcciones de dsRNAs interfiere con la toma de dsRNAs por parte del hongo, y que los
dsRNAs de menor longitud producen el mayor nivel de inhibicién de la infeccidon fungica.
Adicionalmente, si bien un disefio mayor de 500 pb podria proveer una mayor cantidad de siRNAs
y por lo tanto aumentaria la efectividad en el silenciamiento del gen o genes objetivo (Hdfle et
al., 2019), al usar secuencias mas largas también se podria promover que los siRNAs generados
tengan mayores posibilidades de silenciar a blancos no deseados. Por todo lo anterior, en el
presente trabajo se establecié una regién de 500 pb como longitud estandar para el disefio de los
dsRNAs, fusionados o individuales. Para el caso de genes DCL Unicos, se seleccionaron zonas de
500 pb, mientras que, para mas de un gen, se seleccionaron zonas de aproximadamente 250 pb
y se fusionaron en una sola molécula, esto considerando que la fusién de genes es altamente
efectiva, principalmente si se trata de eliminar la funciéon de varios genes pertenecientes a la

misma familia y que por lo tanto tendrdn redundancia funcional.

La correcta amplificacion de las zonas seleccionadas en las construcciones se confirmé mediante
secuenciacion. Como resultado, la secuencia amplificada a partir de DNA gendmico obtenido de
R. oryzae para el gen DCL1 presentd diferencias en dos pares de bases correspondientes al brazo
conector entre el dominio Dicer dsRNA-Binding fold y el primer dominio de Ribonucleasa lll

(Figura 33) por lo que estos cambios no implican una modificacién relevante. En los genes
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fusionados por overlap PCR DCL1-DCL2 de F. incarnatum se presentd una mayor cantidad de
cambios en pares de bases pertenecientes a areas entre el dominio DEAD/DEAH box y helicasa C-
terminal (Figura 34), de igual manera, estos no representan un peligro en la funcionalidad del gen
al pertenecer a zonas no conservadas que podrian ser modificadas debido a presiones en el
ambiente como la temperatura, patégenos, pH, etc. En DCL1 de G. candidum (Figura 35) se
presentd un numero mayor de modificaciones entre la secuencia predicha y la obtenida por
secuenciacion y puede deberse a la poca informacion que fue encontrada para realizar Ia
prediccion de este, sin embargo, al igual que con los genes DCL de R. oryzae y F. incarnatum, estos
caen en zonas no conservadas que no representan un cambio en la funcidn de la proteina Dicer.
Ademas, es importante considerar que los cambios que se encontraron en las secuencias
confirmadas experimentalmente estaran representados en los dsRNAs, lo que garantizard la

complementariedad necesaria para promover el silenciamiento génico.

Una vez seleccionadas las regiones de disefio y confirmadas las construcciones, se sintetizaron
dsRNAs para los bioensayos in vitro. En estos bioensayos se probé la actividad de los dsRNAs sobre
la germinacion de esporas en placa (Mumbanza et al., 2013) y en portaobjetos (Duaniss-Assaf et
al., 2022). Los resultados cualitativos obtenidos del bioensayo en placa de los hongos R. oryzae y
G. candidum no mostraron diferencias en el crecimiento y germinacion de las esporas tanto en el

control como en los tratamientos a diferentes concentraciones de dsRNA (Figuras 38 y 39).

El andlisis estadistico ANOVA en R. oryzae mostré que la concentracién de dsRNA en los
tratamientos no tienen valores significativos (p=0.912) indicando que no determinan el efecto de
inhibicidn de la germinacién de las esporas, mientras que el tipo de dsRNA (IdsRNA o sdsRNA) si
tiene efectos significativos con un valor p=0.000 y un valor p=0.026 para la interaccién Tipo de
dsRNA-Concentracién. Sin embargo, de acuerdo con la Tabla 23 del analisis de comparacién de
Tukey y los resultados observados en placa, se concluye que los datos obtenidos no demuestran
diferencias significativas entre ellas, mientras que en G. candidum el ANOVA (Tabla 27) no mostrd
diferencias en cuanto a tipo de dsRNA y concentracién y se confirmd con la agrupacién en el

analisis de Tukey.
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El bioensayo en portaobjetos tampoco mostré diferencias en la germinacion o en la morfologia
del hongo, y en lo que corresponde a las pruebas in vivo con F. incarnatum, la imposibilidad de
establecer la infeccion en los distintos drganos probados (fruto papaya, hoja de papaya y

jitomate), no permitié observar efectos de los IdsRNAs sobre el desarrollo del hongo.

Aunque los bioensayos in vitro e in vivo no permitieron obtener conclusiones claras sobre Ia
actividad de los dsRNAs, se deben considerar las posibles causas antes de descartar el potencial
de los biofungicidas basados en RNAi sobre estos hongos. Por una parte, se ha demostrado que
no todos los hongos son capaces de aceptar RNAs ambientales (Qiao et al., 2021), lo cual implica
que la eficiencia de SIGS depende de esa capacidad, la cual varia en gran medida entre los
fitopatégenos (Walker et al., 2018; Yang & Zhang, 2019). Teniendo esto en cuenta, no se puede
concluir sobre la efectividad de las construcciones de dsRNA dirigidos al silenciamiento de DCL de
los hongos estudiados como negativa, al contrario, seria necesario elucidar de alguna manera si

R. oryzae, F. incarnatum y G. candidum poseen esta capacidad y con cudnta eficiencia lo hacen.

La pared celular fungica es esencial para la viabilidad, la patogenicidad y la regulaciéon del
intercambio de material con el ambiente externo, esto debido a que la abundancia relativa y las
estructuras quimicas de los principales componentes de la pared celular difieren entre distintos
hongos (Yang & Zhang, 2019) afectando las propiedades viscoelasticas y la eficiencia de absorcion
de dsRNA de la pared celular. Sin embargo, Walker et al. (2018) demostraron que la pared celular
de los patdgenos fungicos de mamiferos Candida albicans y Cryptococcus neoformans permite la
captacién de vesiculas de liposomas. Estos hallazgos sugieren que la pared celular flngica es

deformable y viscoelastica para permitir el paso de vesiculas y moléculas grandes, como el RNA.

AUn si la capacidad de captacion de RNA por parte del hongo fuera minima, diferentes autores
coinciden en que el RNAi es mas eficiente si se capta al maximo a través de los tejidos de la planta.
En SIGS, el RNA puede ser absorbido de dos formas, ya sea por el hongo a partir de la superficie
de la planta, o directamente por la planta, siendo procesado en siRNA y luego transferido al hongo
a través del mecanismo de entrecruzamiento de reinos (Sarkar et. al., 2021, Jahan et al., 2015,

Govindarajulu et al., 2015). Dichas capacidades estan limitadas en los bioensayos in vitro, donde
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la planta no se encuentra presente y por lo tanto no contribuye a la transferencia de los siRNAs

hacia el hongo.

Otro aspecto que debe considerarse es la eleccion de Dicer-like como gen objetivo del
silenciamiento en la estrategia SIGS. La seleccién de genes objetivo es uno de los aspectos criticos
para el éxito de la estrategia SIGS ya que esto determinard las cualidades de la actividad fungicida.
Por ejemplo, al seleccionar genes que sean especificos para la especie patdgena se garantiza una
accion especifica sobre el patégeno en cuestion, o bien, al seleccionar genes de gran relevancia
para el proceso de infeccidn o para procesos vitales generales del patdégeno se promueve la
precisién y efectividad de la actividad fungicida. En una de las primeras investigaciones del uso de
RNAs pequefios contra hongos se seleccionaron como blanco de silenciamiento a proteinas de
sefializacion (adenilato ciclasa) y de replicacién (DNA polimerasa), las cuales son esenciales para
los procesos vitales en todos los organismos (Mumbanza et al., 2013). Posteriormente se eligieron
blancos de silenciamiento a las proteinas involucradas en la sintesis de ergosterol, que ademas
son el blanco molecular de antifungicos quimicos sistémicos. Tal es el caso de los genes CYP51,
con la evaluacidon de la actividad antifungica de dsRNAs contra el patdégeno Fusarium
graminearum (Koch et al., 2016). Otros blancos de silenciamiento mds recientes incorporan a
componentes de las vesiculas extracelulares importantes para el transporte de RNAs pequefios

entre planta y patégeno, por ejemplo, VPS51 (Tabla 3).

Por su parte, el gen Dicer-like, el cual fue seleccionado para este trabajo, ha sido probado con
éxito en diversos hongos como Botrytis cinerea (Wang et al., 2016), Plasmopara viticola (Haile et
al., 2021), Fusarium graminearum (Werner et al., 2020) y Verticillium dahliae (Qiao et al., 2021)
mediante la tecnologia SIGS, demostrando que es capaz de proveer la defensa contra estos
patdégenos. No obstante, cabe sefialar que los hongos analizados en estos trabajos han sido
ampliamente estudiados a nivel molecular, contando con informacion genémica depositada en
bases de datos, ademas de que sus patosistemas estan bien establecidos y caracterizados. Por lo
anterior, el abordaje de la estrategia SIGS en hongos con poca informacién disponible, en

patosistemas tropicales que no se han estudiado previamente con respecto a SIGS, se encuentra
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limitado, y por lo tanto requiere que se den los primeros pasos hacia la exploracion del potencial

de esta estrategia en dichos patosistemas, tales como los llevados a cabo en este trabajo.

Para fortalecer la propuesta de SIGS como solucidn para la proteccién vegetal se deberdn analizar
en primer lugar las posibles soluciones que permitieran corroborar si las construcciones de dsRNA
para el control R. oryzae, F. incarnatum y G. candidum son adecuados para el silenciamiento de
los genes codificantes de la proteina DCL mediante la optimizacién de la metodologia de los
bioensayos in vitro e in vivo asi como la verificacion de DCL como blanco prevaleciente. Las
aportaciones de este trabajo son sustanciales para este objetivo, ya que se pudieron identificar
secuencias antes desconocidas para DCL en los hongos F. incarnatum, G. candidum y R. oryzae, y
se elaboraron las construcciones de dsRNA y sRNA, abriendo puertas para su investigacion como

propuestas para el uso de la estrategia SIGS en patosistemas tropicales.
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8.- CONCLUSIONES

Con el uso de bases de datos gendmicos y de herramientas de comparacion y prediccion, se
obtuvieron las secuencias putativas de genes DCL en los patégenos tropicales F. incarnatum,
Geotrichum candidum y Rhizopus oryzae, las cuales contienen los dominios caracteristicos de las

proteinas DCL.

Mediante el analisis de alineamiento entre secuencias de DCL de los hongos y sus plantas huésped
respectivas, se seleccionaron regiones de baja similitud para el disefio de dsRNAs. A través de
métodos de PCR se obtuvieron construcciones que contienen a los DCL identificados flanqueados

con la secuencia del promotor T7 adecuadas para la sintesis de dsRNAs.

Las secuencias de DCL fueron confirmadas por secuenciacién de las construcciones, identificando
diferencias de bases entre las secuencias reales de DCL y las secuencias predichas que
aparentemente no representan cambios en la funcionalidad, ya que se encuentran fuera de los

dominios funcionales de la proteina.

Los bioensayos cualitativos de germinacidon de esporas en placa de los hongos R. oryzae y G.
candidum no mostraron diferencias en la germinaciéon de las esporas tanto en el control como en
los tratamientos a diferentes concentraciones de dsRNA. El andlisis estadistico ANOVA mostro
gue ni la concentracién ni el tipo de dsRNAs (cortos o largos) en los tratamientos determina el

efecto de inhibicién de la germinacion de las esporas en ambos hongos.

El bioensayo en portaobjetos tampoco mostré diferencias en la germinacién o en la morfologia
del hongo, y en lo que respecta a las pruebas in vivo con F. incarnatum, la imposibilidad de
establecer la infeccién en los distintos 6rganos probados no permitié observar efectos de los

IdsRNAs sobre el desarrollo del hongo.

Los resultados obtenidos aportan informacién al identificar secuencias antes desconocidas en los
hongos analizados, asi como materiales Utiles para la sintesis de biofungicidas de dsRNAs que

seran empleados en las pruebas de SIGS sobre hongos fitopatdgenos de cultivos tropicales.
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9. PERSPECTIVAS

Es necesario demostrar la actividad de los dsRNAs disefiados para la proteccion vegetal
contra los patégenos Rhizopus oryzae, Fusarium incarnatum, y Geotrichum candidum
mediante pruebas de PCR cuantitativa que confirmen el silenciamiento efectivo de los

genes DCL en el patégeno como prueba directa del efecto a nivel molecular.

Se requiere realizar una seleccién adecuada de la metodologia para los bioensayos in vitro
e in vivo, al igual que su optimizacion, contando con un sistema confiable y cuantificable
de la infeccién, que permita obtener conclusiones claras sobre la actividad de los dsRNAs

disefiados.

Por otra parte, de no resultar efectivo el biofungicida al silenciar a DCL, se propone
explorar el uso de otros genes importantes en los patégenos, como los involucrados en la
sintesis de ergosterol o en la formacidn de vesiculas de intercambio de sRNAs entre planta
y patégeno, basado en los resultados que previamente se han obtenido en aplicaciones

de SIGS sobre otros hongos patégenos.
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ANEXOS

ANEXO 1.- PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES

1. Solucion de lisis
En un tubo falcon de 14 ml se mezclan 0.5 ml de TRIS (50 mM, pH 7.5), 1 ml de EDTA (50 mM, pH

8), 3 mlde SDS al 3%, 0.1 ml de mercaptoetanol y 54 ml de agua desionizada y agitar suavemente.

2. Gelde agarosaal 1%
En un matraz de 250 ml mezclar 100 ml de buffer TAE o TBE 1x y 1 g de agarosa, la mezcla se debe
calentar en microondas durante varios segundos hasta que se observe una consistencia

transparente y libre de grumos.

3. Buffer TAE 50X
Disolver 121 g de TRIS, 50 ml de EDTA 0.5 M y 22.55 g de acido acético en agua desionizada, se
afora a 500 ml y se verifica el pH a 8.0. Para preparar 100 ml de TAE 1X se toman 2 ml de TAE 50X

y se mezclan con 98 ml de agua desionizada.

4. Buffer TBE 10X
Disolver 108 g de TRIS, 40 ml de EDTA 0.5 M y 55 g de acido bdrico en agua desionizada, se afora
a 1000 ml y se verifica el pH a 8.0. Para preparar 100 ml de TBE 1X se toman 10 ml de TBE 10X y

se mezcla con 90 ml de agua desionizada.

5. Solucion |
En un tubo falcon de 14 ml agregar 1432.5 ul de agua desionizada seguido de 30 ul de EDTA,
disolver uniformemente y afiadir 37.5 ul de TRIS HCI. Almacenar a 4 °C y al usarlo colocarlo en

hielo.

6. Solucionli
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En un tubo falcon de 14 ml agregar 2340 pl de agua desionizada seguido de 60 pl de NaOH 10 N,

al final afiadir 600 pul de SDS 1%. Preparar al momento de utilizar y no colocar en hielo al usarlo.

7. Solucion i
En tubo falcon de 14 ml agregar 570 ul de agua desionizada seguido de 1200 pl de acetato de
potasio 5 M, disolver uniformemente y aifadir 230 ul de acido acético glacial. Almacenara 4 °Cy

colocar en hielo al usarlo.

8. Medio de cultivo LB sélido
Para 500 ml agregar en un matraz 2.5 g de extracto de levadura, 5 g de peptona de caseina, 5g de
de NaCl y 7.5 g de agar bacterioldgico. Disolver vigorosamente con la flama de un mechero de
Bunsen, en una parrilla con una barra magnética o en el microondas hasta que el liquido quede
cristalino, esterilizar y mientras el medio continue liquido y tibio agregar antibidtico (ampicilina o

estreptomicina) en una relacion 1:100 (1 pl de antibidtico por cada 100 ul de medio de cultivo).
9. Medio de cultivo LB liquido

Para 200 ml agregar 1 g de extracto de levadura, 2 g de peptona de caseinay 2 g de NaCl, disolver

vigorosamente y esterilizar.
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ANEXO 2. PROTOCOLOS

1. Vector pGEM-T Easy

2. Transformacion de células quimicamente competentes de E. coli

Se descongeld en hielo un vial con células quimicamente competentes de E. coli por cada
transformacion y dentro de la campana de flujo laminar se afiadieron 2.5 pl de la ligacién previa
(10 pg—100 ng) y se mezcld suavemente. Se incubd por 30 min en hielo y transcurrido este tiempo
se llevd a cabo un choque térmico a las células a 42 °C por 30 s en el termobloque. Luego, se
colocd el tubo en hielo durante 2 min y en campana se afiadieron 250 ul de medio liquido LB. Se

colocd el vial a37 °Cdurante 1 h a 225 rpm en la incubadora con agitacidn.

Durante el tiempo de incubacion se colocd en cajas Petri con medio LB sélido y el antibidtico de

seleccion 100 pl de IPTG y con ayuda de un asa de Digralsky de vidrio se esparcié hasta que el

103



medio absorbid el liquido, luego se colocaron 20 pl de X-Gal y se esparcié de igual manera (esto

se repitid para tres cajas Petri en total).

Una vez terminada la incubacién, en las cajas Petri preparadas previamente se plaquearon con el
asa de vidrio 50 ul, 100 ply 150 ul de células competentes y se incubaron durante toda una noche

a 37 °C. Se seleccionaron las colonias blancas desarrolladas para analizar por PCR de colonia.

Las indicaciones para la elaboracién del medio LB liquido y sélido se encuentran en el Anexo 1.

3. PCR de colonia para analisis de células transformadas

Una forma efectiva y mas rapida para analizar si la transformacién se llevé a cabo de la manera
correcta fue realizando un analisis de colonia mediante PCR, esta consistio en una PCR normal
utilizando los componentes necesarios (tabla X) para llevarla a cabo exceptuando el molde,
donde, con la ayuda de un palillo estéril se barrié la colonia a analizar (asegurdandose de tomar
una cantidad considerable) y este fue introducido en un microtubo de PCR con la mix preparada
previamente y se agitd rigurosamente para que el contenido del palillo se desprendieray quedara

depositado en el microtubo, luego se llevé al termociclador utilizando las condiciones indicadas

en la tabla X.
Componente Volumen (ul)
DreamTaq Green PCR Master Mix 2X 10
(K1081,

Thermo Scientific)

Primer Forward 10 uM (T7 + DCL)* 0.5
Primer Reverse 10 uM (T7 + DCL)* 0.5
Templado -
ddH,0 + DEPC 8

104



*Los primers que se utilizaron fueron los T7 especificos disefiados para introducir la secuencia T7
al molde de DCL, ya que el vector pGEM-T Easy contiene en su secuencia a T7 y podria provocar

gue se obtengan secuencias de tamano diferente al esperado haciendo el andlisis obsoleto.

Paso Temperatura °C Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion 95 5 min 1

inicial

Desnaturalizacién 95 30s 30

Alineacién 51 30s

Extension 72 30s

Extension final 72 5 min 1
4 oo

4. Extraccidn de plasmido

El dia previo a la extraccién, en tubos de vidrio estériles con tapa se colocaron 5 ml de medio LB
liquido con antibidtico y con la mitad de un palillo estéril se barrié ligeramente la colonia blanca
desarrollada a partir de la transformacidn y se colocé dentro del tubo de vidrio, esto se llevd a
cabo las veces necesarias dependiendo de las colonias que se decidieron analizar y se incubaron

a 37 °Ca 225 rpm durante toda la noche.

Las bacterias se recolectaron en microtubos de 1.5 ml por decantacion y centrifugacién a 13,000
rpm durante 2 min vaciando gentilmente el sobrenadante en el tubo y repitiendo hasta terminar
los 5 ml de medio (dejando al pellet lo mds seco posible). El pellet bacteriano se resuspendié en
100 pl de Solucidén | y se agité rigurosamente con ayuda del vortex, después a cada suspension se
agregaron 200 pul de la Solucién Il recién preparada y se mezclé por inversion (sin el vortex) y se
colocd en hielo. Se afiadieron 150 pl de la Solucidn 1ll, se mezcld por inversion y se coloco en el

hielo durante 5 min, después se centrifugd el ligado bacteriano a 13,000 rpm por 5 mina4 °Cy el
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sobrenadante se transfirid a tubos nuevos. Dentro de la campana de flujo se agregd un volumen
igual de fenol-cloroformo, se mezclé en el vértex y se centrifugd a 12,000 rpm durante 2 mina 4

°C, luego se transfirio la capa superior acuosa a un tubo nuevo.

La precipitacion de los acidos nucleicos se llevd a cabo afiadiendo 2 volumenes de etanol absoluto
atemperatura ambiente, se mezcld con el vortex y se dejé reposar 2 min a temperatura ambiente,
luego se centrifugd a 12,000 rpm (se observd un sedimento blanco en el fondo del microtubo). El
sobrenadante se descartd por aspiracion gentil y se dejo secar el tubo sobre una sanita. Se afiadio
1 ml de etanol al 70% al pellet y se mezcld, se recuperd el ADN por centrifugacion a 12,000 rpm
durante 2 min a 4 °Cy se descartdé el sobrenadante, se dejé secar el tubo para remover trazas de
etanol y finalmente se resuspendio el precipitado con 30 pl de agua DEPCy 1 ul de RNAse y se

incubd a 37 °C durante 30 min.

Las indicaciones para la preparacién de las Soluciones |, Il y Il se encuentran en el Anexo 1.

5. Cuantificacidn de esporas

Se tomaron 5 ml de solucién Tween 80 al 0.05% o PDB (Potato Dextrose Broth) y se agregaron
directamente a las colonias desarrolladas en las cajas con medio PDA o YEG tratando de cubrir lo
mas que se pudiera del micelio con la solucién y se recuperd el liquido (ahora con esporas) en
tubos Eppendorf estériles y se almacenaron a 4 °C. El conteo se realizd con la ayuda de un
hematocitometro (camara de neubauer) analizando los cuadrantes 1, 2, 3 y 4 indicados en la
imagen. Se contaron las esporas en ambas unidades cuadriculadas del hematocitometro y se
repitieron 3 veces, se tomaron las medias de cada cuadrante y los datos obtenidos fueron
introducidos en la aplicacién Cells Calculator v2.2, obteniendo asi, las cantidades de esporas de

cada suspension.
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Cuadrantes utilizados para el conteo de esporas en camara de Neubauer
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ANEXO 3.- SECUENCIA DE DCL1 de Rhizopus oryzae ENCONTRADA EN LA BASE DE DATOS
FUNRNA.

>DCL1_Rhizopus_oryzae (nt)

ATGCTGACTGACCTTGAAAGACGGATTACTAATCAAACACAAGATTTGGATAAAGATGCTTTGATCGATG
AAGATTTGGCACTCAAGGAAACGCACGAGTTGATTGATACCATTGAATGTCCTCGTAATCCTAACGTAGA
TGATATACAAACTTTCTCACCCAAGATCGCTAAACTGATCCAACTACTTGGCTTTATTGTGAATAACATGG
GGCAATTTTGTGGTATTATTTTCGTTGAACGAAGACATACAGCAATTGCTCTTCAGAAGCTGATCGAGTC
ATTGGACACACTCGATAAGATCAAGTGCGGCATCTTGATTGGTCACGGCACAGCAGATGAAGGCGACGT
ACAGATGACCTTTAAAGAACAAAACAAAGTGATTCAAAAATTCAGATCGGGAGAATTGAATTTTCTTATT
GCTACTAATGTCGCTGAAGAAGGTTTGGATATCCAACCTTGTAACTTTGTTATTAGATTTGATTTCTTTCAT
ACGCTAATTGCCTATATTCAGTCAAGAGGAAGAGCTCGATGTATCGATTCAAAATATGTGATCATGATTG
AAGACAATAATTTGAATCAAATTGGCACCTTGGATGAATTTAGAATGTTGGAAGAGGCGATGAAGAGCT
TTTGCCAAGCTTTGCCTGCTGAAAGAAACGTAGCTAATAGGTTCTCGCTAAGCATGGAAGGATACGAATC
TGATAATGAATACGACTCTGATGAAGACTATTTGGAAAGTGCCATCATAGATATGGACACTGGAGCGAC
AATCACAAAGCAAAA

GGTGAGATGGCTCCTCAATACGATGAGAATGGCTATATAATTGGTAGTAGACGTCGTCATG
GATTATATGAAAAGAGAACACCAAAGTTTTGGGAAAGGGAAATAGAAGAAGAAGAAGTCATTGACATT
GAGGATAATGCGGATTTATTGAAGGCAACTCAAATGATCAAGAAAACACATGATGATCAAGAGGTGCCA
CCTGTAGACGCAGAGGCCACTAAAATAGAAACAAATGCTGAGCAAGGCACATCTCTTTCGAATGGCTTA
ATCGAGAAGAATATTCAAAAAACCTCAAATAATAACGTTCCAAATGGTGAACACCAAGATGTCGAGAAA
ATTAAAGAAACTGAGGAGGTCAAAGACACCGAGGTTGAAGAAATTGAAGATGCCGAGGAAGAATTGGG
TGAAGGGCCTTTCTCTTGCTGGTTCACTATCCTGGAGGTCCTTATGCCAGATGGTAAATTCGAAGGCAGA
AACTATCGTCGTATGTGTCTTGTTACCAAAAAGCCTTTTATCGAGCTTCCACAGTTGAAGCTATTCCACAA
GAATCAACCGTTTGTTGTTAACTTGCGTGTCATTAAGACCGAATTGGTATTGGATAAAGAGTGTATCCTG
CTTCTTTCGGACTATATGATGAGTCTGATGAAAGAATTGATGAACAAAGATTACCACTGCCCTGTAGTTG
ATATCCCTTACTATATTGTTCCCCTGATCAAAAACTGCGAGCAAGCCAAGTTTGAAGATCTCTCTGCTGAT
GAACTAAAAAATATGGTGGACTGGGATCAGGTTAATGCCTTCAAGGAACGTACGAACAAACCGTTGATT
TTGTCTGAAATGAGCGATCCTTCTGATTTTATTATTATTGACAACTCTGACTACTCTCTTCGATATTTAATA
ACAGATGTTCGATATGACATGAATCCTCAAAGTGCAGTCCCTTCAGGCTTCGACATTCGCGAAGCCGGAT
ATCCTACATTTATAGACTATTATCGTGATCTTGGCGATAAATTTGTCATCCACGACTACGAGCAGCCGATG
ATAGAAGTGGAACGACTTAAAAGAGGAATGGACTTTTTGCATCCAGGCGGTAACATGCCCGCTCGGTCA
AAAGGGCCTGCACGTACTTGGGTTGTTCCTCAATTCTGTACCCAATACTTTGTAAATGCTAGTGTTTATAT
AGCCATGTTGATGATACCCTCAATAATGACACGAATTGATTCACTTTTACTCTGCTATGATTCACGTGCAA
GATACGATTTGCCCATTACTGA

CTTCATACTGCCATTCAAATGCAAATTCCTTTTGATCAAATCGAGAAGTGGTCCGATTTTAACGTAGCCTT
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TGAAGAATCTCGAAAAGCAGTTCCTCCTCGCGCTGAAGTCAAAGCGCTTCGTATGTTAGAC

TTTGACTTGTCACCCTGTGCAGCATTGTTTGACAAGTGGTTTGTGCCTATTTTCGAT
GCAAACGTTACACCAGAACTTGTTCGTATTCATCCTATGCGTAAATTGCTTACTGATTTACAAGCATTTGG
TTGCGAAGGATTTATGCTTAGAAATCATTCAACTGGAGAAAGTGGCCCTACAAGTCAAAAATGTGTTATT
TTTCTCCATGATAAGTCTTTAGCTTGTGGAGCAGATTGGAATATTAAAGTGGCAAGAAGACGTGCGGCA
GAAAAAGCCAGTCAAAGATTGGAAGATGAGCCAGGATTATTGGAGTCTGTCTGTAACTGCAGAATTTCT
TACATCAAAAGAGGTCTGTTACCAGAGAAAGAAACAAAGAATATTGATGAGGATAGTGACACGAACTTG
AGTTAA
Helicase, C-terminal (172-669)

Dicer double-stranded RNA-binding fold (787-1,059)
RIBSRUSIESENl (2,660-2,763) (2,851-3,405)

>DCL1_Rhizopus_oryzae (aa)

MLTDLERRITNQTQDLDKDALIDEDLALKETHELIDTIECPRNPNVDDIQTFSPKIAKLIQLLGFIVNNMGQFCG
[IFVERRHTAIALQKLIESLDTLDKIKCGILIGHGTADEGDVOMTFKEQNKVIQKFRSGELNFLIATNVAEEGLDI
QPCNFVIRFDFFHTLIAYIQSRGRARCIDSKYVIMIEDNNLNQIGTLDEFRMLEEAMKSFCQALPAERNVANRF

SLSMEGYESDNEYDSDEDYLESAIIDMDTGATITKQON
GEMAPQYDENGYIIGSRRRHGL

YEKRTPKFWEREIEEEEVIDIEDNADLLKATQMIKKTHDDQEVPPVDAEATKIETNAEQGTSLSNGLIEKNIQKT
SNNNVPNGEHQDVEKIKETEEVKDTEVEEIEDAEEELGEGPFSCWFTILEVLMPDGKFEGRNYRRMCLVTKKP
FIELPQLKLFHKNQPFVVNLRVIKTELVLDKECILLLSDYMMSLMKELMNKDYHCPVVDIPYYIVPLIKNCEQAK

FEDLSADELKNMVDWDQVNAFKERTNKPLILSEMSDPSDFIIIDNSDYSLRYLITDVRYDMNPQSAVPSGFDIR
EAGYPTFIDYYRDLGDKFVIHDYEQPMIEVERLKRGMDFLHPGGNMPARSKGPARTWVVPQFCTQYFVNAS
VYIAMLMIPSIMTRIDSLLLCYDSRARYDLPITD

LEGCLHTAIQMAQIPFDQIEKWSDFNVAFEESRKAVPPRAEVKALRMLD

KWFVPIFDANVTPELVRIHPMRKLLTDLQAFGCEGFMLRNHSTGESGPTSQKCVIFLHDKSLACGADWNIKV
ARRRAAEKASQRLEDEPGLLESVCNCRISYIKRGLLPEKETKNIDEDSDTNLS

Helicase C-terminal (58-223)

Dicer dsRNA-binding fold (263-353)
RINEEEN (778-906) (955-1103)
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ANEXO 4.- SECUENCIAS DE DCL PREDICHAS PARA Fusarium incarnatum.

>DCL1_Fusarium_incarnatum (nt)

Sequence ID: RBBZ01000090.1:19774-24531

Secuencia codificante FGENESH

ATGGTCGTGCAACACGAGGATCCGTCTCCAGTACGGCCTCCGATGGACATGACCACTGCCAAAAGAAGAAGAGAG
TCGTCAGGGGAGGTCTGTGATCTCATAGCCGATCTACCTGCTGTTCCACTGGAAGAAGACGTCGATGAAGTTGATC
ACAGTGATTCGGAAGATGAAGATGACCAAGGCGTTCGGTATCGCCTGACAGTCAAGCCTTCCAAAGCCAGACGCA
TCACCCAACGGCAACGCGCTGGCCAAAAAGCTTTGCAGGATTTTGCAAGACAGTCTCAGGAAGAAGCCTATGCGA
ATCCTGGCAAAAGGACATTCGGCCAAGCCGCTTCTATCAGTCTTCGCCCCCCACCCGATCGAGGATATCAAACAGA

AC1 (TCCGAAATCGCCAAGGGGAAAAACATCATCGTGGTTTTACCTACAGGTTCCGGCAAAACCAAAATCGCTGCT

N 77 CCAAGACTACTGACGTGAGAGAATTTTCC

CGTAAACTTGAAAGAATCTTGGACAGCGAAATTGCAACACTCTCCGACAAGAGTCTCATGGAAGTAATGGGACTAC
AGGTACAAGTTGAAGAAACAGTCAGGTACGACACTCTTGAGTTACCAGAAGAGACAAAGACGCCGCTCTGGGATT
CAATCTCTAAACTCGTGTCTCGAAATGAAGCATTTGAAGCACCTCTCAACTTTACGAAAGAAGCATCATCGACTCTT
GGCCCATGGTGTGCCGACCGGTATTGGCAGCTTTCGATCACTGAAAACGAGACAAAACGGCTTAGCGACAGGACC
AAAGCGGCTTTTGTTGGCAATACAGAGCACGCATTGGCAAGACTGGATAAAGCAAGAGATGCCGTTCAGCAGGTC
CGAGAGGTTGTTGCAGCCCACAAGTTTGACACGATTACCCCTGGATCCAAAGATTTGTCTTCCAAGGTGAAATGCC
TGCATGAAATTCTGGTTCATGCCTTCACAACTGATAATGCGACACGCTGCATTGTTTTTGTTGACCAAAGACACACA
GCATGCTTGCTTGCGGACCTTTATAACCAGGCGTCAATGGCAATCCCAGGGATGACTGCCGGGTATATGCAAAGCT
CGGTGCTCAATAATTTCACGGAAAACAGGATCAATTGCCTTTTTGCGACGTCAGTGGCAGAAGAGGGAATTGATGT
TCCCGAGTGTGGCCTTTGTGTTCGATTCGACCTCTACAGCTCAGTCATTCAATATGTACAGTCCAAAGGACGCGCCA
GGTTGGAACTTTCGCGGTTCATCACCATGTTGGAGGATGGCAACATGAAGCAAGTCCGCGTTATAAAGCAAGCATT
GAGAGATGTAACAGCTGTCCAAAAGTTTTGTCTCGCGCAACCTGAAGACCGCAAGTTGCAAGACGAGACATGGGT
TGAAGGGATGGAGGAACAGATCGAGCGGATGAGCTACCATGTGTACGAAACCAACACAGGAGCGCGTCTCACAT
TCCCTTCTAGCCTCGAACTGTTGGCCAGATTTGCTGCGACCTTACATACAGGTGATGGTTTAAACGCCAAAGCCGAG
TATCACGTTTACAAGGCGAGGACACAGTATATCGCCACTGTTAACCTCCCGCAAAACTCTCCTCTCGTCTCCCAGTC
AGGTTACCCACAGCGTAGCAAGATTCTGGCCAAGTGTTCTGCGGCTTTCGAAGCCTGCAAGAAACTCATTGCGGGG
AAACACATCGATGATCATCTCCAGCCCAAGTTCATAAAACAAGCCCACAAAATGCGCAACGCTCGTGTGGGAATTA
GCCCGAACAAGAAGGCCGAGCATGATATGCGTCTAAGGCCCAACATTTGGAGTTCTGTGGGAGCATGGATGGACT
TTTACCCGACAACGATTACTCTCAACATGAAATCTGGACAAGAAAGAGAAAGCAGACCGTTGATCCTTCTTTCTCGC
AAAGCTCTTCCGCAGTTACCTCCAGTTCCCTTGTTCTTCGGCAACGGACGGTCAGGTGTCGCTGAGCTGTCATGCTC
CCAAGACCCTCTTAGTATAACTGCACATCAAGCTGAAGGACTAGCTGCTTTCACACTGAAGATCTTTGATGATATTT
TCAGCAAAAAGTTTGAAGCAGCCTGCGAACAATTTCCCTATCTTCTCGCACCTTTGGCAAAGGGCAGCCACGAAGC
ACCACAAATCGATTGGGATACAATCCACCTTGTCAAAGAGAAGGAGTTTCTCGACTGGAATAATGCACCAGATGAT
TTCTTTGTCGACAAGTTTGTAGTTGATCTCTATGATGGAGGGCGCAAACTTATCCTCAAAGGTATCGACAAGACCAA
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GAAGCCCTCCGATCCTACACCAGAGGGTGTACCAGAGCCGAGGTCTCGTGCTTACAGGTCTGCGGAACCGACTATC
AAGGAATACAGCAACAGCTTTTTTGGTAAGTCCCGAAAAACGCGAGTATGGAGCGACGACCAGCCTGTCGTCAGA
GCAGAGCTCCTCTCACTACGACGAAATCTGCTGGATGAATTTCAGGTCGATGAGGAAGTTAACAAAGACTGCTTCG
TCATTCTGGAGCCGCTCAACGTGTCGCCCTTCCCGGCAATCATTCACAGAATAGATTCCGCTCTAATAGCTCTCGAT
GCGTGTGAAGTTTTCGAACTCTCCATCCCACCTGCTCTAGCTCTCGAAGCAATGACCAAGGACAGCGACAACACTG

ATGAGCATGACAAGCAACAGATCAACTTCCAAGCTGGTATGGGTTCCAACTATENACEGICEARIICICCEEEA

AAAGCTTGGCCGACAAAACCATCGCAGATGTTTGTGAAGCTCTCATTGGTGCTGCATATCTCTCGAGCAAGGATGA

CAAGATGAACATGGCTGTCAAAGCTGTGACACAGATGGCCCGATCAAAGCGTCACTCAATGGTGACCTTTGATGAT
TACTATGCCGCGTTCAAGGTTCCAGATTGGCAGAAGGCTAATTCAAACGCCAACCAACGCAGACTGGTGCAGAAG

GTAGAAGAAGCCATCGGATATCATTTCAAATCAGCGCCGTTGCTCGAAAGTGCGTTCACCCATCCGTCTTACACTTA

TTCCGGGAGCGTGCCACATTACHEEOICEAG I CEAGAIGCCCICOGATAIGEOCGIIGICGAGIAG

TREEEAEIEE A A A TTCGACTATTCTGTCGTTGAGAAGTTTTTCACCGAGTACATTGTCCCATACTTCGAAGACATGT
CCCTCTATGATACCTTTGCAAACAAACACCCTGTTACGATTCTTACCAAGATTATGCAACAGCAGGTTGGTTGCAAA

GCGTGGTCTGTGGCGTCAAGAGTCGTGGTTCCGGATGCTGAACGGGGTATGGATGTTGCGACCGAGAATGATGTG
CGGAGTGGCTTTATAGCACATGAAGTGGTTATCACAAGCTATGTTTCCAGCAGTGGATGGTCAGGCAAGATGAAG

GCTGCAGAGCTAGCAATCGAGCTGCTCGAGTCCTTTGGTGGAGATATGACAGCGGCGAGGAAGCGTCTAGGTTGC
GACTGTGATATTGGGGTTGATGATGTGGAGATTGACCATGGGACGGCT

DEAD/DEAH box helicase (122-299 aa) {364-897 pb)

Helicase conserved C-terminal domain (450-559 aa) (1348-1677 pb)

Dicer dimerisation domain (635-722 aa) (1903-2166 pb)
S aRE0s T CASaIASOMSUalE) (3169-3492 pb) (3748-4119 pb)

>DCL1_Fusarium_incarnatum (aa)

MVVQHEDPSPVRPPMDMTTAKRRRESSGEVCDLIADLPAVPLEEDVDEVDHSDSEDEDDQGVRYRLTVKPS
KARRITQRQRAGQKALQDFARQSQEEAYANPGKRTFGQAASISLRPPPDRGYQTEL
DSKTTDVREFSRKLERILDSEIATLSDKSLMEVMGLQVQVEETVRYDTLELPEETKTPLWDSISKLVSRNEAFEA
PLNFTKEASSTLGPWCADRYWQLSITENETKRLSDRTKAAFVGNTEHALARLDKARDAVQQVREVVAAHKF

DTITPGSKDLSSKVKCLHEILVHAFTTDNATRCIVFVDQRHTACLLADLYNQASMAIPGMTAGYMQSSVLNNF
TENRINCLFATSVAEEGIDVPECGLCVRFDLYSSVIQYVQSKGRARLELSRFITMLEDGNMKQVRVIKQALRDV

TAVQKFCLAQPEDRKLQDETWVEGMEEQIERMSYHVYETNTGARLTFPSSLELLARFAATLHTGDGLNAKAE
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YHVYKARTQYIATVNLPQNSPLVSQSGYPQRSKILAKCSAAFEACKKLIAGKHIDDHLQPKFIKQAHKMRNAR
VGISPNKKAEHDMRLRPNIWSSVGAWMDFYPTTITLNMKSGQERESRPLILLSRKALPQLPPVPLFFGNGRS
GVAELSCSQDPLSITAHQAEGLAAFTLKIFDDIFSKKFEAACEQFPYLLAPLAKGSHEAPQIDWDTIHLVKEKEFL
DWNNAPDDFFVDKFVVDLYDGGRKLILKGIDKTKKPSDPTPEGVPEPRSRAYRSAEPTIKEYSNSFFGKSRKTR
VWSDDQPVVRAELLSLRRNLLDEFQVDEEVNKDCFVILEPLNVSPFPAIIHRIDSALIALDACEVFELSIPPALALE

AMTKDSDNTDEHDKQQINFQAGMGSN Y ERIERIGDSE IR AIETRKERGDECI N ERVNCNaNE
NTAVDCKLPEYIRSLAFDRRTWYPDLTLIKGKALKAKKKQSLADKTIADVCEALIGAAYLSSKDDKMNMAVKA
VTQMARSKRHSMVTFDDYYAAFKVPDWQKANSNANQRRLVQKVEEAIGYHFKSAPLLESAFTHPSYTYSGS
VPHYQRLEFLGDALLDMAVVEYLYMNFPLADPQWLTEHKMAMVSNHFLGCLCVKLNLHHHLLANYAIFSSEI
RDYVIELEAAEEEARKEAEQEGISMRMDFWRNIKPPPKAYADSVEALVGAMFVDSKFDYSVVEKFFTEYIVPY

FEDMSLYDTFANKHPVTILTKIMQQQVGCKAWSVASRVVVPDAERGMDVATENDVRSGFIAHEVVITSYVS
SSGWSGKMKAAELAIELLESFGGDMTAARKRLGCDCDIGVDDVEIDHGTA

Helicase conserved C-terminal domain (450-559 aa)

Dicer dimerisation domain (635-722 aa)

>DCL2_Fusarium_incarnatum (nt)

Sequence ID: RBBZ01000021.1:30005-32479
Secuencia codificante FGENESH

ATGGTCAACTTTTACCATGAGAAGAAGATTGCAGGCATGCCTGTGCCTGCCATTTTGGGTCTGACGGCAA
GTCCAGTACAGTCTAAATCGAGACGAGATGAGATTCGAGAGCTCGAGATCACCATGGATGCGAGATGTG
TTACGCCTACGGTTAATCGCAAAGAGTTACTAGAACACGTCAACAAGCCTGACTTACATAGGGTACTCTA
CCATGTTGAGGAGCGTTCAGCTCTAACCCCCTTGATGCAGGCTCTGCAGTCAGAATACTCGAGTATGAAC
CTCGCTCAAGATCCCCATATTGCTAAGCTGCAAGATCGTATCGTTAAGAGCGCGAGTGGTCATGCTGAGT
TGCAAAGGGTGATTGCGAAACACGACACTTTCTCGCAAAACCAGATGAAAAAGCTCTGGAGCAAAAGTA
AGGATATTCTCGAAGAGCTAGGACCCTGGGCGGCAGACCAGTATATCTCAGAGCTGGTCAGTCTCTTTCT
AGAAAGAGTCGACGCACCGACTACATACACCGACAACTGGTCCAACGAAGACAGAACGTATTTGGCAGG
ACACTTACGCCGGATCGCTAGTGATGCAGACAAACTCGGACTGCCCTGCACAGGTAACCTGACTGATAA
AGCTAACAAGTTGATCCACGAACTTCTTGCAGCCAACAAGGATACAGTCAGTATCATCTTCGTCAAATCG
CGCGCCGCGGTTAATGTCCTTTGCGCAATATTGAAAAACCATACACAAATTCAACAGCGGTACCGTGTTG
GTTCTGTAGTAGGGTCTGCAGCTTATGAGACACGCAAAAAGAACGTATACGAACACCCTACAGGTGATA
GTAACGAAATACTGGCCGCTTTCAGATCAGGCGCCATCAATCTTCTAGTTTCGACGAGTGTGCTCGAGGA
AGGCATTGATGTTGCAGCATGTAACTTGGTAATCTGCTTCGACGAAACGACAACACTCAAATCTTACATC
CAACGCCGCGGGCGAGCGCGCAAGAAACAATCCAAGATGATTATCCTGGAGAGATCAACTTCGGACATC
CGCGAATGGGACTCCTTGGAAGAGGAAATGAAGAAGCGCTACGAACACGATCGAGAAGAGTTGGATCG
ACTGAATGCACAGGCTCCCGCCGAATGGACGAGCTCGGAATCGTTTCGTGTTCCGAACTCAGACGCCAG
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ACTGGATCTTGAAAATGETCGCCAACATCTCGAACACTTITGCGATAAAGTTTTCCGCCGAGCGTACGTG

AATCTTCTGCCCATAAACGAGGGCGCAACCAAAGAGGAAGACAAGGGGAAGTTACCAAACCCTGAACTT
CTCTTCAATCCATGGATTCAAGTTTCGCAAAAATGGATTTCAGACACTGATAAATGGCTTTATGCTTATGA
GTTTATCGACCACGAGAATGTTGCACCGCTTCGTTTCCAGATTGCTCTCCCTATTGAGCTGCCTCGTCCCC
GAGATATCACAGTCTATCCCAGAGAAGAGGGAACATGGACAATCAAATGTACCTCAATCCGAAGCATCT
CCAACGACGAACTTTTAGCCTTGCCAGATCATACATCGACCCTTTTGGCAATGCATTTCGGACATCGCTGG
AAAGTTGAAGATTCTGACCATGTGATCAAGGTTATCTATGGGATCAAGGATCTTTCACGGGACCAGATA
GGATCTATTCCCTTCGGAGAAAGTCCATACTACATAGATGGTGACTCTGCAAAGCGAATCCTGGTTCGGG
ATTCCACTAATGCACCGTTTATCTATACTAAGACCATTGAAAAGAAACCTCGGTATGAGGATGTCCGGCA
TCCATTCTATGAATACGAAAACGCTCCGGAAGAAGAGTATCTGGATGTTCTTCAATGGACGCGCAGAGC
GGATTTCCTCCACGCAGTGAGGTCTGACCAGACTGCGAGTTCCTGCTCCAAGCCCTACCGCTGGGTACTT
CCTATTTCGCAAGCCACAGTTGACGTGGTTTCACCACGAGTCGTTGAGTTGGGCATGCTGATCCCTTCGA
TCATTCATGAGCTAGAAATCCAGCTAATCGCGTTGGAATTGTCTTCGACACTTTTGGCTCGTGTTGGTATC
ACAGACTTGCAGTTGGTAGTTCAAGCCATCAGTGCCCCCAGTGCCATAGAGCCTGTTGACTACGAGCGTC
TTGAGTTCTTGGGTGATTCAATCTTGAAGTTTTGCACCGTTATTCAAGCCTACTCTGAG

Helicase conserved C-terminal domain (622-1005 pb)

Dicer dimerisation domain (1198-1485 pb)

>DCL2_Fusarium_incarnatum (aa)

MVNFYHEKKIAGMPVPAILGLTASPVQSKSRRDEIRELEITMDARCVTPTVNRKELLEHVNKPDLHRVLYHVEERSALTPL
MQALQSEYSSMNLAQDPHIAKLQDRIVKSASGHAELQRVIAKHDTFSQNQMKKLWSKSKDILEELGPWAADQYISELV
SLFLERVDAPTTYTDNWSNEDRTYLAGHLRRIASDADKLGLPCTGNLTDKANKLIHELLAANKDTVSIIFVKSRAAVNVLC
AILKNHTQIQQRYRVGSVVGSAAYETRKKNVYEHPTGDSNEILAAFRSGAINLLVSTSVLEEGIDVAACNLVICFDETTTLK
SYIQRRGRARKKQSKMIILERSTSDIREWDSLEEEMKKRYEHDREELDRLNAQAPAEWTSSESFRVPNSDARLDLENARG
HLEHFCDKVFRRAYVDVRPVYVFQKEISENGVPTFSATVTLPSALPYDLRKFQGKGGWMSEKNAMKDAAFRAYYGLYR
AGLVSDNLLPINEGATKEEDKGKLPNPELLFNPWIQVSQKWISDTDKWLYAYEFIDHENVAPLRFQIALPIELPRPRDITVY
PREEGTWTIKCTSIRSISNDELLALPDHTSTLLAMHFGHRWKVEDSDHVIKVIYGIKDLSRDQIGSIPFGESPYYIDGDSAKR
ILVRDSTNAPFIYTKTIEKKPRYEDVRHPFYEYENAPEEEYLDVLQWTRRADFLHAVRSDQTASSCSKPYRWVLPISQATV
DVVSPRVVELGMLIPSIIHELEIQLIALELSSTLLARVGITDLQLVVQAISAPSAIEPVDYERLEFLGDSILKFCTVIQAYSE

Helicase conserved C-terminal domain (208-495 aa)

Dicer dimerisation domain|(400-495 aa)
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ANEXO 5.-SECUENCIA DE DCL PREDICHA PARA Geotrichum candidum
>DCL1_Geotrichum_candidum (nt)
Sequence ID: QVQA01000040.1 (85,500-90,000)
Secuencia codificante FGENESH

AAAAATATTTTCAAACCTCTAACAATGTCTAAAAGTGCACCCGTTTCAAAATTTCGACTTGGTGCTATCAA
AAATCCAAGCAATATCAATCTGGGATTTGAAGACACCACAAACCCGGTGGCACCGAAAGGAATCACTAA
ACTCAAATCCACTGGTGATGACACAGTAATGAATGAGGCACCGCCTGTTGAAGAAGAGATAGATCCATT
AGATGCTTTTATGAGCGCAATGGGAGCTACTGACACTACTCCCTCGACGACTTCGGCTTCTCTAGCTGAC
ATAATAATGGATGAAGAAAATGAAAGAAGCAGTAATGATACCCTCGACGAATTCGAAAACAACCCTGAG
GAATTCAAGGCTCAACTTGAAAAAAAGAAGCGGAAGGATATCCCTATTGTCGATCATTCTAAAATGAACT
ACGAGCCATTTAGAAAAACTTTTTACATCGAGCCACCTGAAGTTGCGGCAATGACTGAAGAAGAAACTG
ACATGATGAGATTGGAGCTTGATGGTATCAAGATCCGGGGACTGAATTGCCCTAAACCAGTTCTCAAGT
GGTCCCAGTTTGGTCTGCCAGTGCCTACTATGAATGTCATTAACAGTCTGGGTTATGAAAAACCTTCA

CTTGCTCGAAAAACATTGAAAAAGGCAATTGAGATTATTGTTGGCGCT
AGAAGTGTTGTGGCACCTGAGATCACACAGATTGTAGAGGTTCGTACCGCCGCAACC

AATACTGGTACAGCTGTTACCTT
TATTGAACCTGGCCAAGATAGAGCTGCTGTCGATATTGCCAAAGCTCTTAAACTTTCTAAGGTGGAGGTG
CCTGAAAAGTTGCAAGAGATAGTTGACAAATTTATGGCTAAGGTTAAGGAGGGCAAAGAAAAGTATGTC
TCTTCTGGATTTGGTGGTAAAGGTCTGGAAAAGCTGGATGAAGCTAGAGATACTGCAATGAAGTTGGAG
CGCAAGGCTTACGGTCAGGATGATGGGAAGGAGACAGTCAGCGATGACAATGAAGATTCTACAGAGGT
TGGTAAGAGCGAAGAGTCACTCCATTCTTTGTATTCCATTGCGCCTACTGTTGTCAAACAAGGACATCAT
GCATCCACGCTTGAAAAAATGTCCAAGCGGAACGGTGTTCTTCGCGCTGGTGCAGCACCTGATAATCATG
GCCCCGATACAAGTGCTTTCCACACCACGTTGGAAATCAATGACTACCCACAACAGGCTAGATGGAAAGT
TACTAACAATTCCAATATCACCAAAATTATTGAGGCAAACTCAACCTCAATTACGACCAAGGGTCAGTATT
ATCCCCCGGGCAAGGAGCCCAGCGAGGGAGAGGAGAAGAAATTATACTTGCTTATTGAGGGCCAGACC
GAACTTTCTGTGGCTAACGCGCGAAAGGAATTGGCAGCCTTACTCATTGCGGGAATGGAAGAAGCCGCG
CATTCAGAAAGCAGGGCCCCCTCGGGACGATACACAATTAAATGA

DEAD/DEAH box helicase (622-1146 pb)
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HelicaseiconservedIC St minaldomain (1246-1587 pb)

>DCL1_Geotrichum_candidum (aa)

MSKSAPVSKFRLGAIKNPSNINLGFEDTTNPVAPKGITKLKSTGDDTVMNEAPPVEEEIDPLDAFMSAMGAT
DTTPSTTSASLADIIMDEENERSSNDTLDEFENNPEEFKAQLEKKKRKDIPIVDHSKMNYEPFRKTFYIEPPEVA
AMTEEETDMMRLELDGIKIRGLNCPKPVLKWSQFGLPVPTMNVINSLGYEKPSSIQAQAIPSIMSGRDVIGVA

FPRQMETLARKTLKKAIEIVGARSVVAPEITQIVEVRTAAT KTRIIEIIGERNNSS DS AN RO ES AN

-NTGTAVTFIEPGQDRAAVDIAKALKLSKVEVPEKLQEIVDKFMAKVKEGKEKYVSSGFGGKGLEKLDEA
RDTAMKLERKAYGQDDGKETVSDDNEDSTEVGKSEESLHSLYSIAPTVVKQGHHASTLEKMSKRNGVLRAGA
APDNHGPDTSAFHTTLEINDYPQQARWKVTNNSNITKHEANSTSITTKGQYYPPGKEPSEGEEKKLYLLIEGQT
ELSVANARKELAALLIAGMEEAAHSESRAPSGRYTIK-

DEAD/DEAH box helicase (208-382 aa)
Sl oSS eaICeTinaldomai (416-529 a2)
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ANEXO 6.- INFORMACION DE SECUENCIAS DCL DE PAPAYA, PINA Y MELON

Fruta Numero de acceso
Papaya (Carica papaya) e A0A343J651 (UniProt)
e Xm_022041523.1 (GenBank)
Pifia (Ananas comosus) e AOAG6P5FGZ9 (UniProt)

e AOAG6PSFLMA4 (UniProt)
e AOA6P5GGM9 (UniProt)
e ADA199VI58 (UniProt)
Melon (Cucumis melo) e AO0A1S3AUVS (UniProt)
e AO0A1S3B9B7 (UniProt)
e AO0A1S3BDTO (UniProt)
e AO0A1S3B9WS6 (UniProt)
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