UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA
CAMPUS TUXTEPEC

“Disefio y evaluacion de biofungicidas basados en sRNAs para el
control de los hongos fitopatogenos Lasiodiplodia
pseudotheobromae, Anthracocystis cenchri y Aspergillus

tubingensis”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

Ingeniero en Biotecnologia

PRESENTA:
FERNANDO SOLANO GARCIA

Directora: Dra. Blanca Estela Barrera Figueroa

SAN JUAN BAUTISTA TUXTEPEC, OAXACA. 2022






UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN
CAMPUS TUXTEPEC

INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

Tuxtepec, Oaxaca, a 29 de junio de 2022
Oficio No. JCIB/001/02/2018
Asunto: Autorizacion de impresion de tesis

Lie. Yesenia Barrientos Arenal
Jefe de Servicios Escolares
Universidad del Papaloapan

Con base en el dictamen de la comision revisora, se autoriza la impresion del trabajo
de tesis del alumno Fernando Solano Garcia titulado “Disefio y evaluacion de
biofungicidas basados en sRNAs para el control de los hongos fitopatdgenos
Lasiodiplodia pseudotheobromae, Anthracocystis cenchri y Aspergillus tubingensis”
Para ser presentado como trabajo de tesis para obtener el titulo de Licenciado en Ingenieria
en Biotecnologia, toda vez que cumple satisfactoriamente con la reglamentacion
establecida para tal fin.

El Jurado de Examen Profesional estara compuesto por los siguientes profesores:

Dra. Ariana Arlene Huerta Heredia (Presidente, Universidad del Papaloapan)

Dr. Edgar Baldemar Sepulveda Garcia (Secretario, Universidad del Papaloapan)
Dr. Edgar Garcia Lépez (Vocal, Universidad del Papaloapan)

Dr. Paul Mauricio Sanchez Ocampo (Primer Suplente, Universidad del Papaloapan)
Dr. Enrique Villalobos Amador (Segundo Suplente, Universidad del Papaloapan)

Sin méas por el momento le envio un cordial saludo.

Atentamente
Terra ubérrima, meas aperta
Rpti'T'6-tamp, chijiju

UNPA

térra ubérrima, men* apuria
Bou Ln-tema. chi ji hi

u pra. Jacqueline Capataz TwtAJp”| Bo. M.C. Hécftx"Lopez ArjorW\
Jefa de Carrera de Ingenieria en Bioteonologia Vice Rector Académico
Universidad del Papaloaparl®Q zai Universidad del Papaloapan RECTORIA

ACADEMICA

ATURA [)E /lIGE
c.c.p. Dra. Blanca Estela Barrera Figueroa. Dijrectorx”.ft9J.6¢t®8g8¢ 3" niento

c.c.p. Fernando Solano Garda, Alumno, Para su conocimfehtSUXTEpf'c*
c.c.p. Archivo



Hoja de originalidad

El presente trabajo no ha sido aceptado o empleado para el otorgamiento de titulo o grado

diferente o adicional al actual. La tesis es resultado de las investigaciones del autor, excepto

donde se indican las fuentes de informacion consultadas. El autor otorga su consentimiento
a la Universidad del Papaloapan para la reproduccién del documento con el fin del

intercambio bibliotecario siempre y cuando se indique la fuente.



El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad del Papaloapan Campus Tuxtepec, bajo la direccion de
la Dra. Blanca Estela Barrera Figueroa, con el apoyo del Proyecto de Ciencia de
Frontera-FORDECYT-PRONACES-CONACYT con numero 552286.



Fragmentos del presente trabajo se presentaron el siguiente congreso:

Solano-Garcia, F., Esquivel-Aguilar, K.F., Pefia-Castro, J.M., Barrera-Figueroa, B.E. Isolation and
identification of fungal pathogens in tropical fruits and design of synthetic dsRNAs for postharvest
protection via a SIGS strategy. Online, del 8 al 11 de Noviembre del 2021. XIX National Plant
Biochemistry and Molecular Biology Congress.



Agradecimientos

A mis padres, W. Fernando Solano y Josefina Garcia, por creer en mi y darme la
oportunidad de estudiar, siempre estaré agradecido por todos los sacrificios y esfuerzos que han

hecho por mi, mis logros también son de ustedes.

A mis hermanos y familiares, Ruth, lvone, Brian y Chris, que sin importar las diferencias

han estado conmigo todo el camino.

Al Dr. Victor Manuel Meza Villalvazo, Dr. Andrés Aguirre Cruz, Dra. Jacqueline Capataz
Tafur, Dr Edgar Garcia Lopez, Dr. Edgar Baldemar Sepulveda, Dra. Arianna A. Huerta Heredia, QFB
Leticia Saldana Medina y MCQ Beatriz Castro llario, por compartir reactivos, equipos usados y
experiencia en el desarrollo de este trabajo. Gracias también a todas aquellas personas que me

dedicaron tiempo y palabras de apoyo a lo largo de este proceso.

A mis amistades del laboratorio, especialmente a Karlita. Gracias a tu compaiiia, el trabajo

de laboratorio era mas ameno. Gracias por compartir tu tiempo y darme tu apoyo.

Al Dr. Julidan Mario Pefa Castro, por todo el apoyo que me ha otorgado, tanto moral como
académico. Gracias por la confianza puesta en mi, es un modelo de investigador al que aspiro

llegar a ser algun dia.

Finalmente, a la Dra. Blanca Estela Barrera Figueroa, mi asesora de tesis. Gracias por la
confianza, por los consejos, por los recursos, por el apoyo y por todo el carifio que me ha
brindado. Es usted una de las personas que mas admiro. Con su ejemplo, me inspira a dar lo mejor
de mi para ser un mejor investigador. Haber sido parte de su laboratorio fue la mejor decision

gue tomé. Una y mil veces volveria a escoger trabajar con usted.

\



Resumen

Las enfermedades vegetales son responsables de hasta el 30% de pérdidas mundialmente, la
mayoria de ellas son atribuidas a hongos patégenos. Un nuevo enfoque llamado SIGS (Spray-
induce gene silencing, silenciamiento génico inducido por aspersion) ha emergido como
alternativa al uso de fungicidas quimicos, basado en la aplicacién por aspersion de dsRNAs (RNAs
de doble cadena) que inhiben el desarrollo y crecimiento de los hongos al silenciar genes clave de
la patogénesis, por ejemplo, los genes Dicer-like (DCLs) que son importantes para la biogénesis

de RNAs pequenos que actuan en la interaccién planta-patégeno, entre otros procesos.

En el presente trabajo se planted el objetivo de desarrollar y evaluar la estrategia SIGS dirigida a
genes DCL de los hongos Lasiodiplodia pseudotheobromae, Anthracocystis cenchri y Aspergillus
tubingensis, los cuales fueron identificados molecularmente en trabajos previos como patdgenos

de mango, platano y pifia, respectivamente.

Como resultado, se logro la identificacion de genes DCL en Aspergillus tubingensis y Lasiodiplodia
pseudotheobromae. En Anthracocystis cenchri hubo éxito en amplificar DCL usando primers
degenerados disefiados a partir de zonas conservadas en hongos relacionados. De las secuencias
DCL encontradas, se seleccionaron regiones no conservadas de 250 pb que fueron amplificadas,
fusionadas en una construccion con extremos T7 y usadas de molde para la sintesis de dsRNA-
DCL1/2 largo y corto. La evaluacion de los dsRNA-DCL1/2 en bioensayos de germinacion de
esporas e inhibicién de crecimiento de micelio in vitro no mostré efecto en la reduccién del
crecimiento de ninguno de los patégenos probados. Un ensayo in vivo usando el patosistema
Mango-Lasiodiplodia pseudotheobromae tampoco mostré efecto fungicida. Los resultados
obtenidos indican que es necesario redisefiar los bioensayos para conocer si la ausencia de
efectos se debe a la eleccidn del gen, a la eleccién de la zona en el gen, a la baja estabilidad de los

dsRNAs, o a la incapacidad de los hongos para la toma de RNAs ambientales.

Por otra parte, mediante un sistema modelo de frutos de uva se demostré que uno de los
biofungicidas de RNAI disefiado es efectivo para inhibir el crecimiento de Aspergillus tubingensis
en ensayos in vivo. Los resultados de este trabajo indican que los biofungicidas basados en sRNAs
poseen el potencial para establecerse como una alternativa viable para la protecciéon de

productos agricolas en la etapa postcosecha.
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Abstract

Plant diseases are responsible for up to 30% of loses worldwide, most of them are attributed to
pathogens fungi. A new approach, known as SIGS (spray-induced gene silencing) has emerged,
and it is based on the spraying of dsRNAs to inhibit the development and growth of fungi through
the silencing of key genes in the pathogenesis, like genes encoding Dicer-like or DCLs, which are
important for the biogenesis of sSRNAs, and that are involved in the plant-pathogen interaction,

among other processes.

This work was aimed to develop and evaluate the SIGS strategy directed to DCL genes in the fungal
pathogens Lasiodiplodia pseudotheobromae, Anthracocystis cenchri and Aspergillus tubingensis,
which were molecularly identified in previous works as pathogens of mango, banana and

pineapple, respectively.

As a result, DCL genes were identified from Aspergillus tubingensis and Lasiodiplodia
pseudotheobromae. The amplification of DCL in Anthracocystis cenchri using degenerated primers
designed from conserved zones in related fungi was successful. From the DCL identified, 250 pb
non-conserved regions were chosen, amplified, fused in a construct with T7 ends and finally used
as template for long and short dsRNA-DCL1/2 synthesis. The evaluation of dsRNA-DCL1/2 in in
vitro spore germination assays and mycelial growth inhibition did not show effects in any of the
pathogens tested. An in vivo assay using the pathosystem Mango-Lasiodiplodia
pseudotheobromae did not showed any fungicide effect. The results indicate the need to redesign
the bioassays to investigate whether the absence of effects is due to the gene or the zone in the
gene selected, to the low stability of dsRNAs, or to the lack of capacity of fungal pathogens to

uptake environmental RNAs.

On the other side, through the use of a model system consisting of grape fruits, it was
demonstrated that one of the biofungicides designed in this work was effective to inhibit the
growth or Aspergillus tubingensis in vivo assays. These results indicate that sRNA-based
biofungicides have the potential to establish as a viable alternative for the protection of crop

produce in the post-harvest stage.
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1. Introduccion

1.1 Seguridad alimentaria

La seguridad alimentaria, segun la definicién del Comité de Seguridad Alimentaria Mundial
de las Naciones Unidas, significa que todas las personas, en todo momento, tienen acceso fisico,
social y econémico a alimentos suficientes, inocuos y nutritivos que satisfagan sus preferencias

alimentarias y necesidades dietéticas para una vida activa y saludable (IFPRI, 2021).

Uno de los mayores retos actuales es el manejo de las cuestiones de seguridad
alimentaria, dado que en las proximas décadas se verd significativamente amenazada por
fendmenos tales como el cambio climatico, el crecimiento demografico, el aumento de los
precios, problemas sociales, entre otros. Por ello, es necesario generar estrategias para adaptarse
a los cambios, como son la adecuada administracion del agua, modelos de uso de tierras, manejo
de patdgenos, pestes y enfermedades en cultivos, y procesamiento postcosecha, por mencionar

algunas.

Dentro de los agentes patdgenos de las plantas, los hongos y oomicetos son responsables
de pérdidas agricolas mundiales de aproximadamente S60 mil millones de ddlares anuales en el
rendimiento de cultivos, lo que representa 10-23% de las pérdidas totales de rendimiento. El éxito
de los hongos (y oomicetos) patdgenos subyace en su alta adaptabilidad al ambiente, su
capacidad para superar rapidamente la resistencia vegetal y para convertirse en patégenos de
multiples huéspedes gracias a sus modelos mixtos de reproduccién y grandes tamafios de

poblacién (Kettles & Luna, 2019).

1.2 Impacto de los hongos patégenos en la agricultura en México

México es un pais productor y exportador de frutos tropicales, uno de los principales
alimentos a escala global, y en el 2019 se posiciond en el primer lugar de paises exportadores a
nivel internacional con un 23.9% de la produccion anual y un valor de $3.6 mil millones de ddlares

(Figura 1) (OEC, 2021).
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Figura 1. Comparacion en los porcentajes de exportaciones de frutos tropicales de

los distintos paises del mundo (OEC, 2021).

La actividad agricola del estado de Oaxaca registra una de las mas variadas producciones

de nuestro pais, y su notable calidad lo posiciona como un referente internacional. El estado tiene

una importante produccidn agricola, en su territorio se siembra: maiz, frijol, cacahuate, trigo,

sorgo, café, limoén, mango, maguey mezcalero, copra y hule (Gobierno de México, 2020), ademas,

es un productor de frutos tropicales de importancia econdmica como la papaya, pifia, platano,

naranja, meldn, por mencionar algunos, ocupando posiciones entre los primeros 10 lugares en la

produccioén nacional (Tabla 1).

Tabla 1. Produccién anual de frutos tropicales y posicion de Oaxaca en la produccién Nacional
(elaborada con datos de Panorama Agroalimentario 2020).

Producto

Papaya
Pifa
Mango
Melon
Platano

Naranja

Produccion anual 2020

(Toneladas)

323,614
145,417
208,798
17,882
78,824
54,979

Posicidn en la produccion

nacional

1°
2°
5o
8°
8°
10°



Los productos agricolas son invadidos por diversos microorganismos durante el desarrollo
del cultivo en el campo, cosecha, transporte y almacenamiento, siendo los hongos los mas
abundantes y la principal causa de enfermedades. Los hongos afectan la agricultura, debido a la
reduccién del potencial de produccién de los cultivos que atacan, ocasionando pérdidas
econdémicas. Los hongos que crecen sobre productos agricolas, en especial los que invaden granos
durante su desarrollo, cosecha o almacenamiento, han sido clasificados desde el punto de vista
ecoldgico por Christensen y Kauffman (1969) en hongos de campo, hongos de almacén y hongos
de deterioro avanzado. En el caso de los hongos de almacén, se trata de microorganismos que
invaden los granos después de la cosecha (Agencia de Servicios a la Comercializacién y Desarrollo

de Mercados Agropecuarios, 2016).

Los dafios mas importantes que causan los hongos de almacén en alimentos se enlistan
como: enmohecimiento, calentamiento y hedor, necrosis y podredumbre, reduccion del peso,
cambios en propiedades organolépticas y produccion de micotoxinas, las cuales, si son ingeridas
pueden resultar perjudiciales para los consumidores; ademds que se traduce en un periodo

reducido para su transporte y puesta en mercados para su venta.

1.3 Estrategias tradicionales de proteccion de cultivos
Para mitigar los dafios causados por hongos, los agronomos emplean una variedad de

alternativas de control de patégenos como es la siembra mixta, el uso de agroquimicos vy el

biocontrol.

1.3.1 Siembra mixta

Las enfermedades de las plantas se manejan mejor integrando una serie de practicas de
control que pueden incluir: rotacidn de cultivos, seleccidn de cultivares tolerantes o resistentes a
enfermedades (cultivares genéticamente menos susceptibles que otros cultivares), tiempo de
siembra, nivel de fertilizaciéon, modificacidén climatica, saneamiento y aplicacién de fungicidas
(APS, 2021). Se deben evitar los monocultivos, puesto que, si una nueva cepa patdgena

apareciera, la diversidad genética vegetal podria obstaculizar la dispersion del patégeno. Incluso



si una cantidad de enfermedades en parcelas mixtas es mayor que en monocultivos, la incidencia
de estas enfermedades se reduce, debido a que no se puede propagar adecuadamente, esto es
igual a lo que en humanos se conoce como inmunidad colectiva (Kettles & Luna, 2019). Sin
embargo, los policultivos representan un desafio significativo en la cadena de alimentos, por
ejemplo, en la homogeneidad de la cosecha para los productores que necesitan garantizar su

produccion final.

1.3.2 Agroquimicos

Un fungicida es un tipo de pesticida que controla las enfermedades flungicas inhibiendo o
eliminando especificamente el hongo que causa la enfermedad; muchos fungicidas tienen una
actividad dirigida que imparte una alta eficacia contra patogenos especificos, lo que significa un
bajo potencial de toxicidad para los humanos y otros organismos, pero también da como
resultado un alto riesgo para que los patégenos desarrollen resistencia al fungicida. El modo de
accién de los fungicidas es eliminando al hongo al daiar sus membranas celulares, inactivando
proteinas o enzimas importantes, o por interferencia con procesos clave como la produccién de
energia o la respiracion. La resistencia a los fungicidas es un rasgo hereditario estable que resulta
en una reduccion de la sensibilidad a un fungicida por parte de un hongo individual. Esta

capacidad se obtiene mediante procesos evolutivos (APS, 2021).

En un futuro, los fungicidas sintéticos tendran estrictas restricciones a causa de los limites
maximos de residuos que dejan en el ambiente, lo que los hara inadecuados; ademas, debido al
dinamismo de las regulaciones, la industria de los agroquimicos necesita ajustarse rapidamente
a los nuevos protocolos y estandares, asi como desarrollar productos nuevos y efectivos para la

proteccién de los cultivos.

Aunque los problemas de contaminacién ambiental, asi como la resistencia a fungicidas
guimicos existen, los fungicidas siguen siendo los métodos de control mds importantes para
controlar las enfermedades en plantas y con las investigaciones futuras, cada vez mas apareceran

nuevos fungicidas que serdn usados para el control de enfermedades (Peng et al, 2013).



1.3.3 Biocontrol
El “control bioldgico” o “biocontrol” es un método que involucra el manejo y eliminacién
de una peste a través de sus enemigos naturales, o de una enfermedad al usar sus antagonistas

(COLEACP, 2011); dichos antagonistas son conocidos como agentes de control biolégico.

Para inhibir exitosamente la infeccidn y desarrollo del patégeno, operan varios posibles
mecanismos en el sistema tréfico de interaccion huésped-patdégeno-antagonista, tales como
antibiosis, micoparasitismo, produccién de enzimas liticas, resistencia inducida, formacion de
biopeliculas y competicidn por nutrientes limitantes y espacio. Este ultimo es un mecanismo de
biocontrol efectivo cuando el antagonista estd presente en cantidades suficientes en el momento

y lugar adecuado (Spadaro & Droby, 2016).

Algunos hongos que se conoce tienen actividad antagonista contra hongos fitopatdgenos
son, por ejemplo, del género Trichoderma, T. virens, el cual estd aprobado en Estados Unidos para
tratar Rhizotocnia solaniy Pythium ultimum en cultivos horticolas (COLEACP, 2011). En la Tabla 2

se muestran algunos biofungicidas comerciales cuyo principio activo son bacterias y hongos.

Aunque los agentes de control bioldgico pueden controlar enfermedades y causar poco o
nulo dafio ambiental, su eficacia es menor que con el uso de fungicidas quimicos, ya que se ve
afectada por factores como la complejidad de la planta o el sistema del suelo, y dificilmente puede

mantener un control estable (Peng et al, 2013).

A pesar de que los tres métodos mencionados de proteccion vegetal contra enfermedades
causadas por hongos han sido herramientas invaluables para reducir las pérdidas econémicas en
los cultivos, los riesgos a la salud, la variabilidad en su eficacia y los costos ambientales que han
generado hacen urgente la necesidad de desarrollar nuevas alternativas de alta efectividad y
menor impacto ambiental. Una de las alternativas mas recientes al uso de los fungicidas sintéticos

son los fungicidas basados en moléculas de pequefios ARN (sRNA) (Kettles & Luna, 2019).



Tabla 2. Lista de biofungicidas usados para tratar enfermedades en cultivos. Tabla modificada de
Rouabhi (2010).

Sitio de

Producto Ingrediente activo Enfermedad tratamiento

Moho gris (Sclerotinia sclerotiorum,

Cont Coniothyrium . |
ontans Sclerotinia minor y Sclerotinia n suelo
minitans
trifoliorum)
. Semillas
Kodiak : ; ; ;
Bacillus subtilis Pythium, Rhizoctonia, Fusarium,
Serenade Botrytis Foliar
Streptomyces
Mycostop Marchitamiento fungico
griseoviridis
RootShield En suelo
Granules, Trichoderma
Pythium, Rhizoctonia, Fusarium
RootShield WP harzianum
T22-HC
Streptomyces Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, Ensueloy
Actinovate AG : -
lydicus Phytophthora foliar
Gliocladium
SoilGard ) Marchitamiento fangico En suelo
virens

1.4 SIGS y HIGS, estrategias biotecnoldégicas modernas de proteccion de cultivos basadas en
sRNAs

En el estudio de los mecanismos de infeccion de los hongos, se ha encontrado que los
SRNA cumplen roles clave en los procesos moleculares de virulencia. Los SRNAs son pequefios
fragmentos de ARN de 20-24nt que tienen roles activos como reguladores de la expresién de
genes; median procesos tales como la interferencia del ARN, el silenciamiento génico, co-
supresiéon y quelling, entre otros procesos en los cuales los SRNA reconocen ARN mensajeros
(mRNA) por complementariedad de secuencias (Barrera-Figueroa, Wu, & Liu, 2012). En plantas,
como en todos los eucariontes, los sRNA estan divididos en 2 grupos principales: los microRNAs

(miRNAs) y los pequefios RNAs de interferencia (siRNAs), los cuales son procesados de
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precursores de una horquilla de una sola hebra o de RNA bicatenario (dsRNA), respectivamente

(zhu et al, 2019).

Los siRNAs participan en el proceso conocido como silenciamiento por RNA, o RNA de
interferencia o interferente (RNAI). El RNA interferente es un proceso biolégico donde los sRNAs
suprimen la expresidon de genes por medio del reconocimiento y silenciamiento de mRNA
especificos (Wang & Dean, 2019). Los siRNAs se generan mediante rutas de biogénesis que
incluyen tres componentes principales: 1)Proteina RNA polimerasa dependiente de RNA (RDRs)
gue es responsable de catalizar la biosintesis de dsRNAs a partir de un templado de RNA
monocatenario (ssRNA), 2) Proteinas DICER-LIKE (DCL) las cuales cortan el dsRNA o la horquilla de
RNA monocatenario en sRNAs, y 3) Proteinas Argonauta (AGO), las cuales son guiadas por sRNAs
y se unen al mRNA objetivo de forma complementaria a la secuencia, provocando cortes en el
MRNA o inhibiendo la traduccion (Zhu et al, 2019). El efecto global de estos procesos se conoce

como silenciamiento génico postranscripcional, o PTGS.

Dentro de las plantas, los SRNAs se mueven de una célula a otra presumiblemente a través
de plasmodesmos, y viajan a través del sistema vascular; ademas, los sSRNAs también se pueden
mover entre un huésped y los organismos con los que interactua, induciendo el silenciamiento
génico, en un fendmeno llamado entrecruzamiento de reinos (cross-kingdom) (Cai et al, 2018),
en donde células patdgenas liberan sRNAs para silenciar genes de respuesta inmunitaria del

huésped y asi aumentar su virulencia, mediando su interaccion (Huang et al, 2019).

Weiberg et al, (2013) realizaron una demostracion de la importancia de los sSRNAs en el
proceso de patogénesis de Botrytis cinerea, un hongo fitopatégeno causante de la enfermedad
del moho gris en mas de 200 especies de plantas. En dicho estudio, se generaron mutantes de B.
cinerea que perdieron la capacidad de producir sRNAs tras haber mutado sus genes Argonauta
(agol) o DCL (dcl1 dcl2), todos importantes en la ruta de biogénesis y actividad de sRNAs. Como
resultado, las mutantes de B. cinerea mostraron una patogenicidad reducida en Arabidopsis y
jitomate, ademas de una baja virulencia en fresa, uva, lechuga y pétalos de rosa (Wang et al,

2016).

Por su parte, los sSRNAs en plantas también son parte importante de la respuesta de

defensa al ataque de patdgenos. Para aumentar la defensa de las plantas, se han desarrollado
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estrategias de reforzamiento de la sintesis de sRNAs dirigidos al silenciamiento de genes de
patégenos especificos. En dicha aplicacion, se generan plantas transgénicas que llevan
construcciones de RNAi (sRNAs) dirigidos a genes relacionados con la virulencia de nematodos,
hongos y plantas parasitas. Los siRNAs son inducidos y entran a las células patdgenas para causar
silenciamiento génico. Este fendmeno de silenciamiento es conocido como silenciamiento génico
inducido por el huésped (host-induced gene silencing, HIGS), y se ha probado como un método

de proteccidn de cultivos contra varios patégenos (Wang et al, 2016).

Usando el mismo principio de RNAi pero usando sRNAs sintéticos exdgenos, Mumbanza
et al. (2013) logrd reducir la germinacidon de esporas de Fusarium oxysporum Schlecht f. sp.
cubense WC Snyder & HN Hans y Mycosphaerella fijiensis Morelet al incubar una suspensién de
esporas con sRNAs contra los genes adenilato ciclasa y DNA polimerasa subunidad alfa y

subunidad beta.

Adicionalmente, y con base en el fundamento de HIGS, se ha propuesto el silenciamiento
génico inducido por aspersion (spray-induced gene silencing, SIGS) como una estrategia
innovadora para la proteccidn de cultivos que, a diferencia de HIGS, no implica la transformacién
genética de plantas, y que consiste en la aplicacion exdgena de sRNAs complementarios a genes
involucrados en procesos clave del ciclo de vida de los hongos (sintesis de componentes de pared
celular, o genes involucrados en la sintesis de sRNAs en contra de la respuesta inmune del
huésped). Los sRNAs se aplican sobre la planta/frutos para evitar el crecimiento y dafio por
hongos (Song et al, 2018). Con esto, ademas de que se evita la generacidon de organismos

genéticamente modificados, se evita también el uso de agroquimicos.



La estrategia SIGS ha sido usada por diversos autores. Wang et al. (2016), uno de los
primeros autores, usd RNAs de doble cadena largos (IdsRNA) y cortos (sdsRNA) contra los 2 genes
DCL del hongo patdgeno Botrytis cinerea y lo aplicé por aspersion en frutos, vegetales y pétalos
de rosa (Figura 2), obteniendo los mismo resultados de reduccion de virulencia vistos con la doble

mutante dcl/1 dcl2 para el mismo hongo.

Figura 2. La aplicacidn externa de Bc-DCL1/2-dsRNAs y —sRNAs (20 pL de 20 ng/uL) inhibe la
virulencia de B. cinerea en jitomate, fresa, uva, lechuga, cebolla y pétalos de rosa, comparado con el
tratamiento control usando agua (Wang et al, 2016).

Koch et al. (2016) basé sus estudios en Fusarium graminearum, un patégeno importante
en cereales. Se generd una construccion de 791 nt con fragmentos de los tres genes fungicos
citocromo P450 lanosterol C-14-a-demetilasa CYP51 (A, B y C) requeridos para la biosintesis de
ergosterol, y el dsRNA generado de la construccion se asperjé en hojas de cebada, inhibiendo el

crecimiento del hongo.

McLoughlin et al. (2018) en sus investigaciones sobre Sclerotinia sclerotiorum, sugiere que
suprimir trasncritos incolucrados en la modificacién de la pared celular y proteinas fungicas de
respuesta a especies reactivas de oxigeno (ROS) impiden el establecimiento del hongo en la

superficie de hojas de Brassica napus y Arabidopsis thaliana.



Song et al. (2018) trabajé en Fusarium asiaticum, otro patégeno de importancia
agrondmica, usando como gen objetivo Myo5 (miosin5, miosina de clase |, es un motor molecular
gue se une a actina e hidroliza ATP para producir fuerza fisica), en donde se generaron 8
fragmetos que corresponden a las diferentes regiones de Myob5, y en el que el dsRNA generado a
partir del fragmento 8 demostrd un silenciamiento eficiente del gen en ensayos HIGS vy SIGS, lo
gue resulté en defectos en la pared celular, interrupcidon del ciclo de vida y reduccion de la
virulencia del hongo. Ademids, en el mismo estudio, se realizaron ensayos in vitro del efecto del
mismo dsRNA del fragmento 8 en los hongos Fusarium graminearum, Fusarium tricinctum y F.
oxysporum f. sp. lycopersici, todos estrechamente relacionados con F. asiaticum, encontrandose

una clara inhibicién del crecimiento fungico, asi como micelio anormal.

Nerva et al. (2020), se dirigié contra los genes CYP51, quitina sintasa 1, y factor de
elongacion 2 de Botrytis cinerea in vitro. Ademas, probd 3 métodos de suministro de dsNRA en
vid, por adsorcién en peciolo, asperjando dsRNA en hojas y asperjando en racimos de uva post-

cosecha, siendo todos efectivos en la reduccion de la enfermedad.

Islam et al. (2020) probd un enfoque in vitro de RNAI, generando encapsulados de mini-
células de E. coli que contenian en su interior dsRNA (ME-dsRNA) contra los genes de quitin
sintasa (CHs3ay Chs3b)y DCL (DCL1y DCL2) de Botrytis fuckeliana. Sus resultados mostraron una
inhibicion significativa del crecimiento del hongo in vitro; adicionalmente los mini-cells

protegieron a los dsRNA de la degradacién por RNasas.

Otro estudio realizado por Werner et al. (2020) en el hongo Fusarium graminearum,
empled como objetivo los genes para las proteinas Argonauta (FGAGO) y DICER-LIKE (FgDCL) para
proteger hojas de cebada. En dicho estudio, se encontré que los genes FgDCLs fueron mas
suprimidos a comparacién de los genes FGAGOs; ambas proteinas en F. graminearum contribuyen
al crecimiento vegetativo fungico y generativo, produccién de micotoxinas, respuesta antiviral,

sensibilidad al RNAi ambiental y desarrollo de enfermedades en plantas.

Otro género de hongo en el que también ha sido probado SIGS es Penicillium italicum, en
donde se aplicaron sdsRNA en naranja (Citrus sinensis) para silenciar los genes de DCL del hongo

(Pit-DCL2), logrando reducir la virulencia del hongo (Yin et al, 2020).
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Hu et al. (2020) probd SIGS en el hongo biotréfico obligado Phakopsora pachyrhizi,
causante de la roya asidtica de la soja, asperjando dsRNA contra los genes acetil-coA
aciltransferasa, una proteina 16s ribosomal 40s y una proteina H del sistema de escisién de glicina.
Sus resultados demostraron una reduccidn del desarrollo de la roya en hojas sueltas de soja, asi

como disminucion de la biomasa del hongo.

Qiao et al. (2021) trabajé en una variedad de hongos fitopatdgenos, primero demostrando
gue los dsRNA dirigidos a genes involucrados en la ruta de trafico de vesiculas en B. cinerea
(vacuolar protein sortin 51, dinactina y supresor de actina 1) reducen la enfermedad causada por
el hongo en jitomate, pétalos de rosa y uvas. Después probaron dsRNA dirigidos a homélogos de
los genes antes mencionados pero en Sclerotinia sclerotiorum, obteniendo también resultados
similares de reduccion de la enfermedad en hojas de lechuga y col. Nuevamente, dsRNA dirigidos
a homologos de los genes mencionados pero en Aspergillus niger fueron evaluados, junto con
dsRNA dirigido al gen exo-poligalacturonasa b, causando crecimiento débil del hongo y tamano
de heridas mas pequeiias en jitomate, manzana y uvas. En Rhizoctonia solani se probaron dsRNA
dirigidos sdlo a los genes dinactina y supresor de actina 1, obteniendo proteccién contra el hongo
en hojas de arroz asperjadas. Los dsRNA dirigidos contra dinactina, supresor de actina 1y DCL1/2
en Verticillium dahliae se probaron en raices de Arabidopsis thaliana sumergidas en una mezcla
de los dsRNAs, mostrando una reduccion en los sintomas de la enfermedad. Todos los hongos
antes mencionados demostraron ser capaces de absorber dsRNA en ensayos de inhibicion de GFP

con dsRNA-GFP.

Sundaresha et al. (2021) demostroé reduccién del crecimiento de Phytophthora infestans
en ensayos in vitro usando dsRNA contra los genes sorbitol deshidrogenasa, factor de elongacidn
translacion 1-a, fosfolipasa-D like 3, proteina HAM34-like rica en serina-treonina acida anclada en
glicosilfosfatidilinositol y proteina de choque térmico 90 en combinaciones, ademds, obtuvo los
mismos resultados con la estrategia SIGS en hojas sueltas de papa. Kalyandurg et al. (2021) en el
mismo patosistema pero usando los genes de proteina de unidn a nucléotido-guanina subunidad
beta, proteina de membrana haustorial, cutinasa y endo-1,3(4)-beta-glucanasa demostraron

tener efecto en la progresion de la enfermedad.
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Haile et al. (2021) observé virulencia altamente afectada del patégeno Plasmopara
viticola al asperjar dsRNA que contenia fragmentos fusionados de los genes DCL1 y 2 del patégeno

envid.

Mosa & Youssef (2021) lograron controlar la pudricién de corona y raiz causada por
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici al dirigirse a sus genes CYP51, quitin sintasa 1y factor
de elongacion 2, primero demostrando efectos de disminucién de crecimiento del hongo in vitro
al agregar dsRNA y después probando la estrategia SIGS, obteniendo resultados similares.
Adicionalmente, demostraron que usando una formulacién de nanosheets de hidréxido doble en

capas se puede proteger el dsRNA de la degradacién por RNAsas.

Yang et al. (2021) usando el patosistema Fusarium graminearum-trigo, demostré la
efectividad de dsRNA dirigidos a los genes de quitin sintasa, glucano sintasa y proteina cinasa al
disminuir la progresién de la enfermedad causada por el hongo. En su trabajo sugiere que
diferentes construcciones de RNAi muestran substancialmente una variedad de impactos en la
patogenicidad del hongo sobre la planta, ademas que la combinacion de dsRNA tiene fuertes

efectos en el desarrollo de la enfermedad.

Duanis-Assaf et al. (2021) demostré que un tratamiento dual de dsRNA contra 3 genes de
la ruta de biosintesis de ergosterol de Botrytis cinerea junto con fungicidas inhibidores de
ergosterol reduce hasta 100 veces la cantidad de fungicida requerida para lograr la misma tasa

de proteccion.

Ruiz-Jiménez et al. (2021) abordaron el patégeno bidtrofo causande del mildiu
polvoriendo, Podosphaera xanthii. Disefiaron dsRNA contra proteinas conservadas y no anotadas
(CNAPs) que tienen funciones putativas como transporte de efluentes o respiracion, y 3 de estas
proteinas (CNAP1048, CNAP10905 y CNAP30520) demostraron generar fuertes efectos de
disminucién de enfermedad en hojas de melén. Adicionalmente se demostré que dsRNA contra

CYP51 y TUB2 del hongo también tienen fuertes efectos de disminucién del mildiu.

Sarkar & Roy-Barman (2021) trabajaron en uno de los patégenos mas importantes del
arroz, Magnaporthe oryzae, primero demostrando ligeros impactos fenotipicos in vitro usando
dsRNA contra MoDES1, un gen de patogenicidad supresor de defensa del huésped proveniente

de M. oryzae, que es importante para la detoxificacién de ROS derivadas de plantas y que es
12



crucial en la patogénesis. Después fue aplicada la estrategia SIGS en hojas de arroz heridas, que

resulté en resistencia significativa contra la enfermedad.

EnlaFigura 3 se observa que los efectores de RNAs derivados de patdgenos se administran
al huésped, donde suprimen las respuestas inmunitarias del mismo. La aplicacion por aspersion
de RNAs especificos de genes puede suprimir la virulencia a través de RNAi en multiples
patdgenos ya sea en cultivos o post-cosecha. Estos RNAs pueden translocarse directamente al
patégeno eucariota o indirectamente a través del hospedador. Estos ARN también pueden
diseminarse sistémicamente entre las células o hacia otros tejidos de la planta, muy

probablemente a través de plasmodesmo y estructuras del floema vascular (Wang et al, 2017).
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Figura 3. Movimiento de ARN entre los patdgenos fungicos de las plantas y sus huéspedes y el empleo
del silenciamiento génico inducido por aspersion (SIGS) para contrarrestar la virulencia de los
patégenos. El fondo representa la variedad de cultivos y productos post-cosecha en los que se pueden
utilizar SIGS para prevenir pérdidas por enfermedades (Wang et al, 2017).
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1.5 Lasiodiplodia pseudotheobromae, Anthracocystis cenchri y Aspergillus tubingensis como
fitopatogenos

En un trabajo previo realizado por Santiago-Tapia (2019), se aislaron 12 hongos
fitopatdgenos de frutos tropicales de la region de la Cuenca del Papaloapan. Para la identificacion
molecular de dichos hongos se amplificd y secuencid la regidon del espaciador intergénico
transcrito (ITS), y con las secuencias obtenidas se realizaron alineamientos y se construyeron
arboles filogenéticos que mostraron la identidad de cada hongo. Entre los hongos identificados,
se abordd el disefio de biofungicidas de sRNAs para el patosistema Citrus sinensis:Penicillium
digitatum para el disefio de los sSRNAs. Ademads, en el trabajo mencionado, se proponen para su
futuro estudio los patosistemas Mangifera indica:Lasiodiplodia pseudotheobromae, Musa
sp:Anthracocystis cenchri y Ananas comosus:Aspergillus tubingensis. La importancia de dichos

hongos como fitopatdgenos se describe a continuacion.

1.5.1 Lasiodiplodia pseudotheobromae

Lasiodiplodia es un género perteneciente a la familia Botryosphaeriaceae, que comprende
numerosas especies con una distribucion cosmopolita; dicha familia esta asociada con varias
plantas huésped, pudiendo actuar como patégeno primario o secundario. Una de las
caracteristicas tipicas del género es el micelio aéreo de color blanco, el cual se vuelve gris
verdoso/oscuro conforme el hongo va madurando (Marques et al, 2013). Sus conidios son de
cilindricos a elipsoidales con la base y el apice de forma redondeada. Los conidios jévenes son
hialinos, volviéndose marrén oscuro con un septo en medio y estrias longitudinales a medida que

maduran (Figura 4).

Figura 4. Esporas de Lasiodiplodia
pseudotheobromae. a) Conidio maduro. b) Conidio
hialino inmaduro (Lian et al, 2019).
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Las especies de Lasiodiplodia son patégenos importantes de plantas en paises productores
de mango. Infectan plantas durante fases tanto pre-cosecha como pos-cosecha. La pudricion de
la fruta reduce la producciéon de mango y crea grandes pérdidas econémicas en los paises

productores (Munirah et al, 2017).

Algunas de las especies del género Lasiodiplodia que se han reportado que atacan al
mango son: Lasiodiplodia crassispora, Lasiodiplodia egyptiacae, Lasiodiplodia hormozganensis,
Lasiodiplodia iraniensis, Lasiodiplodia pseudotheobromae, Lasiodiplodia theobromae vy
Lasiodiplodia sp.; asi mismo, L. pseudotheobromae se reporta como una especie menos virulenta
(Marques et al, 2013). Las enfermedades ocasionadas por estos patdgenos incluyen muerte

descendente, cancer, gomosis, tizén de la hoja, pudricion de raiz en plantas maderables y cultivos.

Previamente, en el grupo de trabajo se reportd la presencia de L. pseudotheobromae en
mango (Santiago Tapia, 2019) (Figura 5). Esta especie causa pudricion del pedunculo y muerte

descendente, lo que afecta en la produccion y vida de anaquel de los frutos, (Picos et al, 2015).

Figura 5. Lasiodiplodia pseudotheobromae aislado de mango. El circulo
negro indica el lugar de donde fue aislado (Santiago Tapia, 2019).

1.5.2 Anthracocystis cenchri

Este hongo fue clasificado inicialmente dentro del género de Ustilago (Ustilago cenchri),
sin embargo, este género, junto con Sporisoriumy Macalpinomyces, formaban un complejo dificil
de resolver, por lo que varias especies se tuvieron que reclasificar (McTaggart et al, 2012). Se
propusieron nuevos géneros para subdividir algunos hongos que diferian sutilmente de los

géneros Ustilago, Sporisorium y Macalpinomyces, los cuales fueron Endosporisorium,
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Lundquistiak, Anthracocystis, Yenia, y Tubisorus; a pesar de ello, la descripcién de los nuevos
géneros o la ubicacién del taxén de un género pobremente definido ha contribuido a una

confusidn sistémica dentro del complejo (McTaggart et al, 2012).

Anthracocysrtis cenchri fue descrito también en el género Sporisorium (Sporisorium
cenchri), pero no cumplia con las caracteristicas que describian originalmente a este género, tales
como la presencia de columelas y células estériles. A. cenchritambién fue clasificado en el género
Sorosporium (Sorosporium cenchri), sin embargo, Antrhacocystis se describié como un género
distinto basado en la presencia de agallas de carbdn, y una formacion peculiar de su peridio que

se desarrolla a través de envolturas florales (McTaggart et al, 2012).

Los Ustilaginomicetos (hongos del carbén) son el segundo grupo mas importante de
basidiomicetos parasitos de plantas. En huéspedes y 6rganos especificos, desarrollan unas masas
oscuras polvorientas de teliosporas en soros. Las teliosporas son liberadas, dispersadas vy
germinan con basidios en ambientes hiumedos. Después de una fase saprofitica mads o menos
prolongada, las hifas dicaridticas infectan plantas huésped susceptibles (Piepenbrin, 2002). Las
esporas, que estan compactadas en estructuras llamadas “sporeballs” (bolas de esporas), son de

globosas a subglobosas (Figura 6).

Figura 6. Microscopia de las sporeballs. A-B esporas de
Antrhacocystis grodzinskae (Pigtek, Lutz, & Yorou, 2015). A
Sporeball (barra 20um). B Esporas exteriors (barra 10um). C

esporas de Anthracocystis penniseti (barra 50um) (Kabaktepe,
Akata, & Akgiil, 2016).
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Los miembros de Anthracocystis son especies predominantemente tropicales, con varias
especies que se encuentran en regiones de temperatura cdlidas y unas pocas especies
introducidas junto con sus huéspedes en areas templadas. Dos especies son patégenas para
cultivos, Anthracocystis destruens, causante del carbon de penacho del mijo (Panicum
miliaceum), y Anthracocystis ehrenbergii, causante del tizén largo del sorgo (Sorghum spp.)
(Pigtek, Lutz, & Yorou, 2015). No obstante, Anthracocystis cenchri ha sido reportado como
patégeno en platano (Santiago Tapia, 2019) (Figura 7) a pesar de que se encuentra en un género

gue infecta cereales.

Figura 7. Anthracocystis cenchri aislado de platano. El circulo azul indica el
lugar del que se aisl6 (Santiago Tapia, 2019).

1.5.3 Aspergillus tubingensis

Aunque el género Aspergillus no se considera una causa importante de enfermedades
vegetales, las especies de Aspergillus son responsables de varios trastornos en plantas y sus
productos. Las especies mas comunes son A. niger y Aspergillus flavus, seguidas de Aspergillus
parasiticus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus carbonarius y Aspergillus alliaceus. Pueden
contaminar productos agricolas en diferentes etapas que van desde la pre-cosecha, cosecha,
procesamiento y manejo. Los cambios debidos al deterioro por especies de Aspergillus pueden
ser de naturaleza sensorial, nutricional y calidad, como: pigmentacién, decoloracién,
podredumbre, desarrollo de sabores y olores extrafios. No obstante, la consecuencia mas notable
de su presencia son las micotoxinas que contaminan alimentos. Ya que son oportunistas, la
mayoria de ellos se encuentran como mohos de almacenamiento en productos vegetales

(Perrone et al, 2007).
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En particular, Aspergillus tubingensis presenta micelio blanco con esporulaciéon oscura que
se puede extender en toda la superficie de la colonia. Las esporas son pequefias y de forma

esférica las cuales son producidas por conidiéforos (Figura 8).

Figura 8. Estructuras de Aspergillus tubingensis. A Cabezas de los conidiéforos. B Esporas (Zhao et
al, 2018).

Aspergillus tubingensis ha sido reportado como patdogeno en fresa produciendo una
esporulacién negra de hongo (Palmer et al, 2019) al igual que en jatrofa, produciendo manchas
gue aumentan de tamafio de color café oscuro que secan la hoja (Guo et al, 2017) y en pifia
(Santiago Tapia, 2019) (Figura 9). Ademas, no sélo esta reportado como patdgeno de plantas, sino
también se ha estudiado como un potencial agente de biocontrol contra el moho gris producido

por Botrytis cinerea en jitomate (Zhao et al, 2018).

Figura 9. Aspergillus tubingensis aislado de pifia. El circulo blanco indica
el lugar de donde se aisl6 (Santiago Tapia, 2019).
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3. Justificacion

La seguridad alimentaria se ve amenazada por la presencia de pestes y patdégenos que
causan dafios en la cantidad y calidad de los alimentos producidos para satisfacer la demanda.
Con el aumento de la poblacion también crecera la necesidad de producir mayor cantidad de
alimentos, por lo cual los agricultores se ven en la necesidad de emplear estrategias para combatir

a los patégenos.

Las estrategias tradicionales para el combate de enfermedades en plantas de cultivo
producen un impacto negativo en el ambiente como la contaminacién por residuos o la
generacién de organismos genéticamente modificados resistentes a enfermedades, por lo que se
han tenido que proponer nuevas metodologias de proteccidén vegetal. Una de dichas alternativas
es la tecnologia SIGS, basada en el fendmeno natural de intercambio de sRNAs entre huésped y
patégeno durante la interaccion. Al dia de hoy, SIGS no ha sido aplicado en los patosistemas
Lasiodiplodia-Mango, Anthracocystis-Platano y Aspergillus-Pifia, por lo que se requiere explorar
la posibilidad de desarrollar biofungicidas basados en sRNAs que puedan aplicarse en dichos

patégenos.

Para cumplir el propdsito, es necesario investigar en bases de datos gendmicas la
accesibilidad de secuencias que permitan ubicar blancos moleculares para el silenciamiento,
especialmente los genes DCL, y realizar bioensayos in vitro para probar la efectividad de los
biofungicidas disefiados. Los resultados servirdn como base para la implementacién de nuevas
estrategias de proteccion vegetal que permitan alargar la vida de anaquel de los productos, asi
como la disminucién de pérdidas econdmicas e intoxicaciones por micotoxinas en los

consumidores, causado por la presencia de hongos fitopatdgenos en los frutos tropicales.
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4. Hipotesis

La estrategia de silenciamiento génico basado en sRNAs dirigidos a genes DCL serd efectiva en la
disminucion del crecimiento y desarrollo de los hongos fitopatogenos Lasiodiploidia

pseudotheobromae, Anthracocystis cenchriy Aspergillus tubingensis, en bioensayos.
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5. Objetivos

5.1 General

Evaluar la efectividad de la estrategia de silenciamiento génico basado en sRNAs dirigidos a genes
DCL sobre la disminucién del crecimiento y desarrollo de los hongos fitopatégenos Lasiodiplodia

pseudotheobromae, Anthracocystis cenchriy Aspergillus tubingensis, en bioensayos.

5.2 Particulares

5.2.1 Identificar secuencias DCLs en los hongos de interés en bases de datos genémicas o

de novo y confirmar las secuencias.

5.2.2 Disefiar RNAs pequefios para el silenciamiento de genes DCL en los hongos de

interés.
5.2.3 Generar construcciones para la sintesis de los sRNAs in vitro.

5.2.4 Evaluar la efectividad de la estrategia de silenciamiento génico basado en sRNAs en
la disminucion del crecimiento y desarrollo de los hongos patégenos identificados

mediante bioensayos.
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6. Diagrama experimental

La secuencia experimental del presente trabajo se resume en la Figura 10.

*Blsqueda de anotaciones de DCLs en bases de
datos

ePrediccidn de DCLs y dominios
eAlineamientos
¢ Confirmacidn experimental

eAlineamientos con los DCLs de las plantas
huésped
e|dentificacién de zonas de baja homologia

*Prediccidn de posibles blancos fungicos
adicionales

eConstruccidon y clonacion de dsRNAI
eSecuenciacidn
eSintesis y purificacion de dsRNAi largo y corto

eConteo de esporas
e|Incubacidn de esporas con dsRNAI
*Plaqueo en medio de cultivo

eCuantificacion de la germinacién de
esporas y del efecto fungicida

e|ncubacidn de frutos con dsRNA.i.
e|noculacion de frutos con el patdgeno.

eCuantificacion del desarrollo de la
enfermedad.

Figura 10. Secuencia experimental.



7. Materiales y Métodos
7.1 Material biolégico

Para el desarrollo de la presente tesis, se emplearon las cepas puras de los hongos
fitopatdgenos Lasiodiplodia pseudotheobromae, Anthracocystis cenchri, y Aspergillus tubingensis,
los cuales fueron aislados previamente de frutos tropicales por Santiago-Tapia (2019). Se
recuperaron las cepas a partir de los cultivos almacenados a -80°C por medio de siembra con un
asa bacterioldgica en cajas Petri en medio agar PDA, y se incubaron a 25°C+1°C durante 4 dias,
con el fin de obtener cultivos frescos. Ademas, se analizaron las caracteristicas macro y

microscépicas de los cultivos recuperados para confirmar que estuvieran libres de contaminacién.

7.2 Extraccion de DNA gendmico

Con el propdsito de obtener DNA para futuros procedimientos de biologia molecular, se
realizé la extraccion de DNA gendmico por el método de fenol-cloroformo empleado por Santiago
Tapia (2019), que consistio en recolectar micelio de cada hongo y triturarlo en un mortero con
nitrégeno liquido. Del polvo obtenido se colocd un volumen aproximado de 200 pL en un
microtubo de 1.5 mL al cual se agregaron 600 pL solucién de lisis (Anexo ). La mezcla se
homogenizd en vértex por 15 s y se incubd a 80°C por 10 min en un termobloque (Multi-Blok
Heater ThermoFisher Scientific). Posteriormente se afiadié a la mezcla 700 uL de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico, se llevé a vortex 15 s y después se centrifugd a 10,000 rpm por 10
min (Heraeus Fresco 21 Centrifuge Thermo Scientific). Se rescatd una parte del sobrenadante
(~400-500 pL) en un tubo nuevo y se agregd dos volumenes de etanol absoluto y el 10% del
volumen del sobrenadante de solucién de acetato de sodio 3 M, se mezclé en vortex por 15 sy
se dejo en incubacién a -20°C por 2 h. Pasado el tiempo, se centrifugaron los tubos a 13,000 rpm
por 20 min, se descartd el sobrenadante, se le agregd 1 mL de etanol al 80% como solucién de
lavado, se mezclé nuevamente en vértex por 15 s y se centrifugd una vez mas a 10,000 rpm por
10 min. Se elimind el sobrenadante y el precipitado se dejé secando por 10 min a temperatura
ambiente. Una vez seco, el precipitado se resuspendid en 40 uL de agua con DEPC, destilada,
desionizada, estéril y tratada con luz UV. Para eliminar trazas de RNA, las muestras se trataron

con 1 pL de RNasa(RNAse Cocktail Invitrogen), seguido por incubacién a 37°C por 30 min.

24



Finalmente se inactivd la enzima a 65°C por 10 min. Los tubos se almacenaron a -20°C hasta su
uso posterior. Se midié la concentracién del gDNA en un equipo Nanodrop (ThermoFisher
Scientific) y se cargd 1 uL de cada muestra en un gel de agarosa al 1% con buffer TAE (Anexo 1)

para verificar la integridad del mismo.

7.3 Identificacion de genes DCL

7.3.1 Busquedas de anotaciones de secuencias DCL en bases de datos

Se realizaron busquedas de secuencias de genes DCL de los hongos asi como de las plantas
huésped, en las bases de datos curadas UniProt (UniProt Consortium, 2021) y funRNA (Choi et al,
2014). Para considerar que una secuencia fuera catalogada como DCL se buscaron caracteristicas
tipicas de la proteina, como los dominios DEAD-LIKE HELICASE, HELICASE C-terminal, Dicer dsRNA-

binding fold y Ribonuclease Il (Figura 11).

Figura 11. Estructura del gen DICER LIKE con los dominios tipicos. Imagen generada en SnapGene.

Para los casos en donde se encontraron mas de 10 reportes de secuencias en UniProt
(Anexo 2), se discriminaron aquellas secuencias menores a 500 aminodcidos (aa) de longitud,
debido a que son secuencias incompletas que no reunen las caracteristicas suficientes para ser
consideradas. Las secuencias restantes se sometieron a subsecuentes alineamientos para
agruparlas por similitud, ademds, cada subgrupo fue sometido a subsecuentes alineamientos con
el fin de determinar si varias de las secuencias de un mismo grupo corresponden entre si a
isoformas o variantes. Lo anterior con el objetivo para disminuir ain mas el nimero de secuencias

gue se usaron en el alineamiento con los DCLs del hongo.
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7.3.2 Predicciéon de DCLs y dominios

Al no contar con secuencias DCL reportadas en base de datos para Lasiodiplodia
pseudotheobromae, se realizaron predicciones de secuencias DCLs usando como referencia 2
secuencias anotadas como DCL de una especie estrechamente cercana, Lasiodiplodia theobromae
(Anexo 2), cada una de las cuales se introdujo al BLASTn del NCBI con la base de datos Whole-
genome shotgun contigs (wgs) para Lasiodiplodia pseudotheobromae (taxid: 466954). La
secuencia nucleotidica encontrada para DCL1 se introdujo en FGENESH, usando como referencia
al organismo Diplodia seriata, ya que es el mas cercano encontrado en la base de la herramienta,
y el marco abierto de lectura obtenido se introdujo en la herramienta Pfam HMMER (Mistry et al,
2021), para ubicar los dominios caracteristicos de DCL, esto con el objetivo de ubicar las zonas de
disefio de los dsRNAi. A partir de ahi se siguid el mismo procedimiento para la secuencia

nucleotidica encontrada para el DCL2.

7.3.3 Identificacion de genes DCL de novo

En el caso de Anthracocystis cenchri, al no haber ninguna secuencia gendmica reportada
en bases ni que haya calificado como probable DCL por prediccion (de acuerdo a la seccion 7.3.2),
se procedio al disefio de 4 pares de oligonucleétidos degenerados (2 orientacidon directo y 2
orientacidn reverso) a partir de regiones de alta conservacion en DCLs de diversos hongos del
mismo género y familia. Para esto se realizaron alineamientos con secuencias DCL reportadas en
UniProt de las especies cercanas Antrhacocystis flocculosa PF-1, Sporisorium graminicola,
Sporisorium reilianum f. sp. Reilianum, Sporisorium scitamineum, Ustilago bromivora, Ustilago
trichophora y Ustilago hordei (Anexo 2). Una vez encontradas las zonas conservadas, se ubicaron
tales regiones en las secuencias nucleotidicas correspondientes de cada DCL y se alinearon para
comprobar como es la conservacién en nucleétidos, debido a los cambios que puede haber por
la degeneracién del cddigo genético. Para el disefio de los oligonucleétidos degenerados se
cambié por N aquellas posiciones donde las bases difieren (ya que la N representa el cambio por
cualquiera de las 4 bases nitrogenadas posibles). El segundo disefio de oligonucledtidos
degenerados se cuidd que que los extremos 3’ de cada primer tuvieran por lo menos 5 nt

conservados y no mas de 5 bases degeneradas por disefio.
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7.4 Disefo de RNA de doble cadena de interferencia (dsRNAI)

7.4.1 Alineamientos

El disefio de los dsRNAi se llevd a cabo localizando las regiones con la menor similitud
posible entre las secuencias de DCL de los hongos contra las de las plantas, usando la herramienta

de alineacién de secuencias multiple BioEdit (Hall, 1999).

Para Aspergillus tubingensis, se alinearon sus secuencias peptidicas de DCLs vs los 5 DCLs
de la pina usando la herramienta de alineamiento propia de UniProt. Después se procedid a hacer
los alineamientos de las regiones de baja similitud con las secuencias nucleotidicas
correspondientes con el fin de confirmar que se siguiera manteniendo una baja similitud a nivel
de nucleédtidos. En el caso de Lasiodiplodia pseudotheobromae, |la zona elegida para el diseno de
los dsRNAi fue poco antes del dominio Helicase, C-terminal, ya que es una zona ampliamente

variable.

Con la informacién de los alineamientos se disefiaron primers para amplificar fragmentos
libres de intrones de las regiones de menor conservacion obtenidas, con el objetivo de fusionar

los fragmentos en un amplicén de aproximadamente 500 pb.

7.4.2 Confirmacion experimental

Para confirmar la presencia de los genes DCL, se realizé una PCR (Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase ThermoFisher Scientific) primero usando como molde gDNA de cada hongo.
Para Aspergillus tubingensis, los parametros usados para la amplificacion de los fragmentos de

250 pb de cada secuencia DCL estan descritos en la Tabla 3.

Para los casos en los que se requirid determinar experimentalmente la temperatura de
alineamiento de los oligonucleétidos, como fue el de la amplificacién de DCL2.2, se empleé la
DNA polimerasa DreamTaq Green (ThermoFisher Scientific) para realizar un gradiente con los
primers para descartar la posibilidad de tener una temperatura de alineacion equivocada. Para

ésto se siguieron los parametros descritos en la Tabla 4.
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Tabla 3. Parametros de la PCR para DCLs de Aspergillus tubingensis.

Reactivo
H20
Buffer 5X
DNTPs 10mM

Primer Forward 10mM
Primer Reverse 10mM

DNA POL Phusion

gDNA
Volumen final
Etapa
Pre-desnaturalizacion

Desnaturalizacion inicial

Alineamiento
Extension
Extension final

Volumen
13.3 uL
4 ulL
0.5 pL
0.5 puL
0.5 pL
0.2 uL
1pul
20 pL
Temperatura Tiempo
98°C 5 min
98°C 20s
57°C 20s 30ciclos
72°C 30s
72°C 5 min

Tabla 4. Parametros de PCR para DCL2 de Aspergillus tubingensis.

Reactivo
H.0
DreamTaqGreen
Primer Forward 10mM
Primer Reverse 10mM
gDNA
Volumen final
Etapa
Pre-desnaturalizacion
Desnaturalizacion
inicial
Alineamiento

Extension

Extension final

Temperatura
95°C

95°C

72°C
72°C

Volumen
8 uL
10 uL
0.5 uL
0.5 uL
1pul
20 uL
Tiempo

5 min

30s

53.1°C/54.4°C/55.3°C/57.7°C/58.2°C/60°C 30s

30s

5 min
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Se procedié con un nuevo disefio de oligonucleétidos para la amplificacién del DCL2.2
moviendo 88 pb hacia el sentido 3’ del primer Aspt_2c 1F. Se realizé una PCR de gradiente con
los mismo pardmetros mostrados en la Tabla 4 pero con otra rampa de temperaturas (52°C, 54°C,

56°C, 58°C, 60°Cy 62°C).

Para Anthracocystis cenchri, se realizé una PCR de gradiente con el primer par de primers
degenerados empleando DNA gendmico del hongo de interés como molde usando los parametros

de la Tabla 5.

Tabla 5. Parametros de la PCR de gradiente con el primer par de primers degenerados para
Anthracocystis cenchri.

Reactivo Volumen
H20 8 uL
DreamTaqGreen 10 uL
Primer Forward 10 mM 0.5 uL
Primer Reverse 10 mM 0.5 uL
gDNA 1uL
Volumen final 20 uL
Etapa Temperatura Tiempo
Pre-desnaturalizacion 95°C 5 min
Desnaturalizacion inicial 95°C 30s
Alineamiento 53.1°C/54.4°C/55.3°C/57.7°C/58.2°C/60°C 30s
Extension 72°C 1.5 min
Extension final 72°C 5 min

Se realizé una PCR de gradiente para el segundo disefio y se incluydé también el primer
disefio y combinaciones entre ambos primers (1F1R, 2F2R, 1F2R, 2F1R). Los parametros se
presentan en la Tabla 6. Para el caso de Lasiodiplodia pseudotheobromae, la PCR se siguid con los

parametros usados se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 6. Parametros de la PCR con los primers degenerados para Anthracocystis cenchri.

Reactivo Volumen
H,0 13.3ulL
Buffer 5X 4 uL
DNTPs 10mM 0.5 uL
Primer Forward 10mM 0.5 uL
Primer Reverse 10mM 0.5 uL
DNA POL Phusion 0.2 uL
gDNA 1pulL
Volumen final 20 pL
Etapa Temperatura Tiempo
Pre-desnaturalizacién 98°C 5 min
Desnaturalizacidn inicial 98°C 20s
Alineamiento 55°C/60°C/65°C | 1.5 min @ 30ciclos
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 5 min

Tabla 7. Parametros de la PCR para amplificar DCLs en Lasiodiplodia pseudotheobromae.

Reactivo Volumen
H20 8 uL
MaxProbe 10 uL
Primer Forward 10mM 0.5 uL
Primer Reverse 10mM 0.5ulL
gDNA 1pul
Volumen final 20 pL
Etapa Temperatura Tiempo
Pre-desnaturalizacion 95°C 10 min
Desnaturalizacion inicial 95°C 15s
Alineamiento 60°C 30s 30ciclos
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 5 min
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Para confirmar la presencia de los DCLs como transcritos, se procedid a la extraccidon de
RNA total por el método de TRIzol (Anexo 1), se cuantificd6 en Nanodrop y se realizé una
verificacién en gel de Agarosa al 1% con MOPS (Anexo 1) para confirmar la calidad del RNA. Al
RNA obtenido se le dio un tratamiento con DNAsa | incubado a 37°C por 1 h (DNAsa |
ThermoFisher Scientific) para eliminar las trazas de DNA residual que pudieran interferir en las
reacciones subsecuentes. El RNA tratado se usé de molde en una reaccion de sintesis de cDNA
empleando la transcriptasa reversa Maxima First Strand cDNA (Thermo Scientific), siguiendo las
instrucciones del fabricante. El cDNA sintetizado se diluyé 1:5 y fue usado como molde en una
reaccion de PCR con los oligonucleétidos especificos para confirmar que el mRNA derivado del
gen DCL, al cual se dirigen los RNAs de interferencia de doble cadena (dsRNAi) se encontraba
presente. Ademas, se usé 1 uL de una dilucién del RNA como control negativo para el cDNA, gDNA

como control positivo, y agua como control negativo de la reaccion.

7.5 Sintesis de RNA de doble cadena de interferencia (dsRNAI)

7.5.1 Construccion del templado

Para generar las construcciones que servirian como templado para la sintesis del dsRNAi,
se siguid la metodologia usada por Santiago-Tapia (2019) con algunas modificaciones. El esquema
general se presenta en la Figura 12. A partir de las regiones que se amplificaron,
aproximadamente 250 pb para Lasiodiplodia pseudotheobromae (DCL1 y DCL2) y Aspergillus
tubingensis (DCL1 y DC2.1), se realizé una purificacién usando beads magnéticas (AMPure XP)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la fusiéon de los fragmentos primero se agregaron
extremos complementarios de cada secuencia mediante PCR por medio de primers disefiados con
las secuencias complementarias en el sentido inverso. Una vez amplificados los fragmentos con
extremos complementarios se purificaron y cuantificaron. Después, se mezclaron ambos
productos en un mismo tubo en concentraciones equimolares, de forma que hubiera por lo
menos 200 ng de DNA de cada producto de DCL en el volumen final. Se llevéd a cabo el programa

de PCR indicado en la Tabla 8.
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Figura 12. Esquema general de fusion de fragmentos de DCL.

Una vez obtenida la construcion, por medio de PCR se les adiciond a los productos
obtenidos la secuencia del promotor T7 en sus extremos usando un nuevo disefio de primers con
la secuencia de dicho promotor. Los amplicones con las secuencias adicionadas del promotor se
purificaron usando beads magnéticas y posteriormente fueron ligados en el vector de clonacién
PGEM-T Easy, con el cual se transformaron células competentes de Escherichia coli (One Shot Top

10) siguiendo el protocolo del fabricante.
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Tabla 8. Programa para fusién de fragmentos de DCL.

1 95°C 5 min 1
2 C . 1 min 35
(-2°C cada ciclo)
3 24°C 25 min 1
PAUSA
Tomar 10 pL de la reaccion y agregar a 10 pL de mezcla de polimerasa con buffer y dNTPs (para un
V=20 pL).
4 68°C Smin 1
PAUSA
Tomar 9 pL de la reaccion y agregar a 11 pL de mezcla de reacciéon de PCR con los primers 1F Y 2R.
5 95°C 10 min 1
6 95°C v
7 57°C/60°C 30s 30
8 72°C 30s
9 72°C 5 min 1
10 4°C oo -

Se seleccionaron colonias blancas transformantes que después se cultivaron en medio
liquido LB (Anexo 1) con antibidtico de seleccion durante 14 h a 37°C. Seguidamente se realizd
extracciéon de plasmido mediante el método de lisis alcalina (Anexo 1) para la confirmacién del
inserto por medio de PCR de colonia (tomando parte de una colonia con una punta estéril y
mezclando en un microtubo con mezcla de reaccién para PCR) usando el primer T7, vy
adicionalmente por digestion usando la enzima de restriccion Notl (New England Biolabs), los

parametros se muestran en Tabla 9.

Finalmente, los plasmidos aislados con el producto resultante de DCL multiple se enviaron
a secuenciar para confirmar que contenian la construccion correcta del templado para la sintesis
de los dsRNAi. El analisis de las secuencias recuperadas se realizé mediante alineamientos con

las secuencias encontradas in silico.
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Tabla 9. Parametros para el analisis del plasmido.

PCR
H.O 8 uL
DreamTaqGreen 10 puL
Primer T7 For 1pl
Plasmido diluido a
1pul
250ng/uL
Volumen final 20 pL
Etapa Temperatura Tiempo
Pre-desnaturalizacién 95°C 5 min
Desnaturalizacion inicial 95°C 30s
Alineamiento 55°C 30s 30ciclos
Extensién 72°C 30s
Extension final 72°C 5 min
Digestion
H:0 7.5 pL
Buffer 1lpul
Notl 0.5 pL
Plasmido sin diluir 1ul
Volumen final 10 uL

Incubara37°Cpor1h

7.5.2 Reduccion de efectos off-target

Una vez secuenciadas las construcciones con los fragmentos de DCLs de los hongos, se
realizé un andlisis usando la herramienta BLASTn del NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para conocer las posibilidades de dirigirse a un blanco
de silenciamiento no deseado (off-target). Se introdujo la secuencia completa de cada

construccion ajustando a los pardmetros mostrados en la Tabla 10.
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Tabla 10. Parametros de busqueda de blancos no deseados.

Base de datos

Organismo

Optimizado para
Umbral esperado
Tamano de palabra
Puntaje para macht/missmacht

Gap costs

7.5.3 Sintesis de dsRNAi

Refseq_rna (Transcript Reference Seq)

A. tubingensis (incluido y excluido)
Ananas comosus

Homo sapiens

L. pseudotheobromae (incluido y excluido)
Mangifera

Highly similar sequences (Megablast)

10

20 (16 para los casos de no coincidencia)
1,-2

Existencia 5, Extensién 2

La sintesis del dsRNAi largo (IdsRNAi) procedié con el uso del kit MEGAScript RNAI

(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI RNAi resultante se traté posteriormente

con una mezcla enzimatica de DNasa y RNasa para remover DNA residual y RNA de cadena

sencilla. Una fraccién del IdsRNAI que resultd de esta reaccién fue posteriormente empleada en

una reaccion catalizada por la enzima ShortCut RNaselll (New England Biolabs), para la generacién

de fragmentos cortos (21-24 nt) de RNA de doble cadena (sdsRNAI). Las reacciones de sintesis y

generacién de fragmentos cortos se prepararon de acuerdo a la Tabla 11.
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Tabla 11. Preparacion de reacciones de sintesis de dsRNAi largos y cortos

Sintesis de dsRNAs
Componente Volumen
H,0 4.5 pL
ATP 2 uL
cTP 2 L
GTP 2 uL
TTP 2 L
Buffer de reaccion 2ul
Molde (DNA) 3.5uL
Mezcla enzimatica 2 uL

Incubar a 37°C por4 h

Digestion con DNasa y RNasa

dsRNAs 20 uL

H,0 21 L

Buffer de digestion 10X 5uL
DNasa l 2l

RNasa 2L

Incubar a 37°C por 1h

Digestion con RNasa lll

H.0 c.b.p. 100 uL
Buffer de digestion 10X 10 uL
dsRNAs hasta 10 pg
ShortCut RNasa lll 10 uL
MnCl; 10X 10 uL

Incubara 37°Cpor1h
Detener la reaccion con 10 pL de EDTA
10X

Ambos RNAI (IdsRNAi y sdsRNAi) se corrieron en un gel de agarosa al 1% para verificar su
integreidad, ademds se cuantificaron en el Nanodrop (ThermoFisher Scientific) para conocer su

concentracién para su uso en los bioensayos de actividad biofungicida.
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7.6 Bioensayos de la actividad de los biofungicidas de dsRNAi

La actividad de los biofungicidas de dsRNAi sobre el desarrollo de los hongos
fitopatdgenos se evaludé mediante bioensayos de inhibicion de la germinacidn de esporas fungicas
para A. tubingensis, de acuerdo al protocolo de Mumbanza, et al. (2013), mientras que para L.
pseudotheobromae en bioensayos de crecimiento de micelio en medio liquido de acuerdo al

protocolo de Islam, et al. (2021) y de crecimiento en fruto (mango).

Para el primer bioensayo, se recuperaron esporas fungicas de A. tubingensis de un cultivo
de 9 dias, las cuales que fueron puestas en suspension en agua destilada estéril para facilitar su
cuantificacién en una cdmara de Neubauer. Las suspensdn se ajustd a una concentracion de 5x10°
esporas/mL. Para los tratamientos, se colocaron en tubos triplicados 10 pL de la suspension de
esporas y se agregd 15 pL de dsRNAi (IdsRNAi o sdsRNAI) para lograr dosis de 1, 0.5, 0.25 y O ug
en el volumen final. Los tubos se incubaron por 24 h a 28°C. Al término se agregaron 1.5 mL de
agua destilada estéril y posteriormente fueron plagueadas alicuotas de 100 pL en cajas de Petri
con medio PDA. Las placas se incubaron a 28°C por 24 h para verificar la inhibicion de la
germinacion y cuantificar el nimero de colonias desarrolladas en porcentaje relativo al

tratamiento control.

Para el caso de L. pseudotheobromae, ante la falta de produccion de esporas, se realizé
un bioensayo de crecimiento en medio PDB usando micelio como lo reportado por (Islam et al,
2020). Para los tratamientos, se colocaron inéculos de 4 mm de didmetro de un cultivo de dos
dias de L. pseudotheobromae en pocillos triplicados que contenian 200 uL de PDB con dosis de
dsRNAI (IdsRNAi o sdsRNAi) de 1, 0.5, 0.25 y 0 ug en el volumen final. Las placas se incubaron a
28°C por 24 h para verificar la inhibicidn del crecimiento del micelio y cuantificar el drea cubierta

por el hongo en el pocillo en porcentaje relativo al tratamiento control.

Por ultimo, se realizdé un bioensayo en el patosisteta Mango-L. pseudotheobromae. El
bioensayo consistié en hacer una herida por punciéon en el mango (por triplicado) y depositar
sobre ella una gota de 15 pl con 500 o 0 ug de IdsRNAi y dejarla reposar 24 h, al término del
tiempo se inoculé una porcion de micelio de un cultivo de dos dias de L. pseudotheobromae
usando un asa en punta. Los mangos se incubaron a 28°Cy se tomd evidencia del desarrollo de Ia

enfermedad a los 2, 3, 4 y 5 dias post inoculacién (dpi). Usando el software Imagel (Schneider,
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Rasband, & Eliceiri, 2012), se cuantificé el porcentaje de dafio sobre la superficie total para cada

mango y se compard con el tratamiento control.

7.7 Anadlisis estadistico

Para todos los experimentos, se realizd un ANOVA de una sola via para determinar las
diferencias entre las medias de los tratamientos y si existen diferencias significativas (a=0.05) se
aplicé la prueba HSD de Tukey como método de comparacion de diferencia de medias. El andlisis

estadistico se llevé a cabo en el software RStudio (RStudioTeam, 2022).
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8. Resultados y discusion

8.1 Confirmacion de la identidad de los hongos fitopatdgenos

Los hongos fitopatdgenos que se emplearon en el presente trabajo fueron recuperados a
partir de cultivos almacenados en un ultracongelador y se analizaron para confirmar su identidad.
Después de realizar el analisis de sus caracteristicas macro y microscépicas, se observd que
correspondian a las especies identificadas por Santiago-Tapia (2019). La cepa reportada como
H1NR1 fue identificada como Aspergillus tubingensis (Aspt), con un crecimiento radial tipico del
género Aspergillus (Figura 13A). Se observaron también las estructuras reproductivas comunes
del género, como lo son las agrupaciones de esporangios cargados de esporas (Figura 13B-C),

éstas ultimas de forma esférica agrupadas en racimos (Figura 13D).

Figura 13. Caracteristicas morfoldgicas de |la cepa de Aspergillus tubingensis
recuperada. A, Morfologia colonial de A. tubingensis. B, Detalle de los
conidiéforos con esporas vistos en estereoscopio con objetivo 10X. C, Detalle de
esporangios vistos con microscopio dptico con objetivo 10X. D, Detalle de esporas
visto con microscopio dptico con objetivo 40X.
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La cepa reportada como H1BR1 fue identificada como Lasiodiplodia pseudotheobromae
(Lpse). Su morfologia colonial se observé de abundante micelio aérebo blanco que se torna de

color oscuro (Figura 14A). Presenta hifas alargadas y poco septadas (Figura 14B-C).

Figura 14. Morfologia de Lasiodiplodia pseudotheobromae. A Morfologia colonial, micelio aéreo
oscuro. B-C Detalle de hifas poco septadas a 20X.

La cepa reportada como H1BVR1 fue identificada como Anthracocystis cenchri (Acen). La
morfologia colonial que presentd fue de crecimiento como una pasta suave y consistente de color
rosa claro sobre el medio (Figura 15A). Al microscopio se pudo observar la espora tipica del género
conocida como sporeball, siendo una agrupacion de esporas pequenas cubierta en su superficie

con estructuras tipo espina (Figura 15B).

Figura 15. Morfologia de Anthracocystis cenchri. A. Morfologia colonial. B Detalle de
sporeball a 40X.
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8.2 Extraccion de DNA gendémico

Una vez que se confirmd la morfologia de los hongos fitopatdgenos, se realizaron
extracciones de DNA gendmico (gDNA). Los rendimientos obtenidos para cada muestra se
muestran en la Tabla 12. En la Figura 16 se muestra que el gDNA obtenido se encuentra en buen
estado. En el caso de L. pseudotheobromae se obtuvo concentracién debido a que se recupera
muy poco micelio de la caja. Con la finalidad de disminuir la concentracién de los posibles
inhibidores de la PCR, asi como para asegurar que el mismo gDNA no inhiba la reaccién, se

realizaron diluciones: 1:5 para Lpse, 1:15 para Aceny 1:20 para Aspt.

Tabla 12. Concentraciones obtenidas de gDNA.

Muestra Concentracion

Aspergillus tubingensis (Aspt) 5,210.4 ng/uL

Antrhacocystis cenchri (Acen) 3,288.3 ng/uL
Lasiodiplodia pseudotheobromae (Lpse) 528.1 ng/uL

Figura 16. Gel de agarosa 1% que muestra el gDNA obtenido de los
hongos. La flecha indica el peso molecular de la banda. MPM: Marcador
de peso molecular.
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8.3 Identificacion de genes DCL

8.3.1 Busqueda de anotaciones de DCL en bases de datos

Dando cumplimiento al objetivo particular 5.2.1 del presente trabajo, se realizaron
busquedas de secuencias de genes DCL de los hongos seleccionados, asi como de las plantas
huésped, en las bases de datos curadas UniProt (UniProt Consortium, 2021) y funRNA (Choi et al,
2014).

Para Aspergillus tubingensis se encontraron 3 secuencias de DICER (Anexo 2) en la base
de datos funRNA (nt) y UniProt (aa), mismas que correspondian entre ambas bases de datos.
Todas las secuencias se encontraron con los dominios caracteristicos de DICER, los cuales son
DEAD-LIKE HELICASE, Helicase C-terminal, Dicer dsRNA-binding fold y Ribonuclase Ill. La primer
secuencia DCL estd reportada en UniProt como ATP-dependent helicase dcll (DCL1). La segunda
y tercer secuencia se reportan como “proteina no caracterizada”, que fueron anotadas como
DCL2.1 y DCL2.2. Las 3 secuencias fueron presentadas en UniProt como “proteinas inferidas por
homologia”. Segun el mismo sitio “indica que la existencia de una proteina es probable porque
existen ortologos claros en especies estrechamente relacionadas”. Al mismo tiempo el sitio hace
notar que aungue se “cuente con la evidencia de la 'existencia de proteinas' no proporciona
informacién sobre la precisién o qué tan correctas son las secuencias mostradas”, no obstante,
para fines de este trabajo, que una proteina sea inferida por homologia significa también que
cuenta con soporte suficiente para ser catalogada como similar a otras proteinas con funciones o

caracteristicas comparables.

Para el caso de la pifia (Ananas comosus), planta huésped de A. tubingensis, se
encontraron reportes de 35 secuencias de DCL en UniProt. Para propdsitos de alineamiento se
discriminaron aquellas secuencias menores a 500 aa de longitud y se usé el programa de
alineamiento del mismo sitio, encontrandose que se alinean en 5 grupos resaltados en la Figura
17A. Al analizar los alineamientos, se encontré que las secuencias de un mismo grupo en realidad
son la misma, ya que las diferencias que se observan son principalmente variaciones de longitud,

pues las secuencias de menor tamafo se terminaban emparejando a lo largo de las secuencias
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mas largas, lo cual puede ser debido a la existencia de diferentes isoformas para un mismo gen
DCL en Ananas cosmosus, o simplemente la secuencia reportada estd incompleta, lo que
representé un sesgo en el alineamiento, no obstante conservan la suficiente homologia para ser
el mismo gen. De cada uno de alineamientos realizados por grupo, se escogio la secuencia mas
representativa en funcién de su longitud y porcentaje de similitud al resto de las demas

secuencias.

Al alinear las 5 secuencias seleccionadas, se encontraron presentes regiones conservadas,
mismas que correspondian a los dominios DCL, pero con diferencias suficientes a lo largo de la
secuencia, por lo tanto, fueron consideradas secuencias distintas del mismo tipo de proteina/gen

DCL (Figura 17B).

Figura 17. Busqueda de DCL en Ananas comosus. A Arbol generado en UniProt con las secuencias
depositadas para DCL de Ananas cosmosus. Los nimeros indican cada grupo de secuencias
resultantes del alineamiento. Las lineas amarillas indican la secuencia representativa escogida de
cada grupo. B Arbol con las secuencias elegidas de DCL de Ananas cosmosus.

Con L. pseudotheobromae, A. cenchri y mango (Mangifera indica) no se encontraron
reportes de genes DCL en funRNA ni en UniProt, por lo que se procedio a realizar predicciones de

secuencias DCL (seccion 8.3.2).
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Con los DCLs de platano (Musa acuminata) se encontraron 4 secuencias DCL en UniProt,
todas distintas entre si, por lo que fueron las seleccionadas para hacer los posteriores

alineamientos (Figura 18).

Figura 18. Secuencias DCL del platano encontradas en
UniProt.

8.3.2 Predicciéon de DCLs y dominios

Para L. pseudotheobromae se encontraron dos predicciones de secuencias (Anexo 2)
usando las dos secuencias de DCL de su especie emparentada Lasiodiplodia theobromae
reportadas en UniProt: ID: DCL1 AOAS5N5DT14 y DCL2 AOAS5N5D4R5 (Figura 19) (Anexo 2). La
longitud del DCL1 predicho fue de 4013 pb y para el DCL2 fue de 5260 pb.

Figura 19. Hits para los DCL 1y 2 de Lasiodiplodia theobromae en el genoma de Lasiodiplodia
pseudotheobromae. Secuenque ID: Para DCL1 RHKG01000374.1 de 17397 a 21410; para
DCL2 RHKG01000099.1 de 336142 a 341402.

44


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/RHKG01000374
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/RHKG01000099

La secuencia nucleotidica de DCL1 introducida en FGENESH dié una predicciéon de marco
abierto de lectura de 1180 aa, siendo menor con respecto a la propocion 1/3 de pares de bases
de la secuencia, pues la herramienta descarta fragmentos que considera como intrones. En Pfam
se encontraron dominios caracteristicos de la proteina DCL para el marco abierto de lectura

encontrado en FGENESH (Figura 20).

Figura 20. Prediccidon de DCL1 en L. pseudotheobromae. A Marco abierto de lectura en FGENESH.
B Dominios de DCL predichos en Pfam. CDSf: primero (comenzando el coddén de inicio); CDSi:
interno (exodn interno); CDSI: ultimo segmento de codificacidn (coddn de paro); CDSo: para genes
con una sola secuencia codificante (comenzando con coddn de inicio y terminando con codén de
paro); PolA: sefial de poliA para terminar la transcripcién; TSS: sitio de inicio de la transcripcion.

Para la secuencia nucleotidica encontrada para el DCL2, en FGENESH se registré un marco

abierto de lectura de 1238 aa, y en Pfam se encontraron nuevamente los dominios caracteristicos

de proteina DCL (Figura 21).
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Figura 21. Prediccion de DCL2 en L. pseudotheobromae. A Marco abierto de lectura en FGENESH. B
Prediccién de los dominios de DCL en Pfam. CDSf: primero (comenzando el codén de inicio); CDSi:
interno (exon interno); CDSI: ultimo segmento de codificacidn (coddn de paro); CDSo: para genes con
una sola secuencia codificante (comenzando con coddn de inicio y terminando con coddn de paro);
PolA: seiial de poliA para terminar la transcripcion; TSS: sitio de inicio de la transcripcion.

No se encontraron reportes para secuencias DCL de especies cercanas en mango. Para A.
cenchri se encontraron secuencias DCL para especies cercanas pero no hay informacion de su

genoma en la base de datos wsg del NCBI, por lo que se procedié a la identificacién de novo.
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8.3.3 Identificacion de genes DCL de novo

Para A. cenchri, las busquedas en UniProt resultaron en reportes de secuencias anotadas
como DCL en especies del género Anthracocystis y géneros relacionados, dichas especies fueron:
Anthracocystis flocculosa PF-1, Sporisorium graminicola, Sporisorium reilianum f. sp. Reilianum,
Sporisorium scitamineum, Ustilago bromivora, Ustilago trichophora y Ustilago hordei. Del
alineamiento realizado con las secuencias peptidicas recuperadas, se ubicaron 2 zonas de alta
conservacion entre ellas (Figura 22) (Anexo 2). El primer fragmento tiene una longitud continua
de 13 aa y se encuentra en el dominio DEAD-LIKE HELICASE. El segundo fragmento tiene una
longitud continua de 11 aa y esta ubicado en el dominio Helicase, C-Terminal. Las zonas
encontradas dan una pauta para el disefio de los primers degenerados, pues al ser consistentes

entre especies relacionadas, se puede esperar que se mantenga en A. cenchri.

Del alineamiento realizado con las secuencias nucleotidicas correspondientes para los DCLs
reportados, se encontrd que se mantiene la alta conservacién en las secuencias de nucledtidos
(Figura 23), por lo que dichas zonas se eligieron para el disefio de los oligonucleétidos
degenerados. Los primers disefiados contienen “N” en las partes donde existen diferencias, pues

significa que en esta posicion se puede agregar cualquiera de las 4 bases nitrogenadas (Tabla 13).

Figura 22. Zonas conservadas de DCL en especies cercanas a A. cenchri. A Alineamiento de las
secuencias peptidicas de DCL de especies relacionadas con A. cenchri. Se indican las regiones
conservadas con asteriscos. B Estructura del gen DCL de A. flocculosa como modelo para el disefio de
primers degenerados. En gris se indica las zonas donde hay conservacion.
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Figura 23. Alineamiento de nucledtidos de las zonas conservadas de los DCL de especies
relacionadas con A. cenchri.

Tabla 13. Oligonucledtidos degenerados para amplificar DCL en A. cenchri.

Nombre Secuencia 5’-3’
Acen_1c1F GTNCCNCTNGTNCANCANCA
Acen_1c1R TTGGCNGCNTGNATNTCNA

Para el caso del mango, no hubo reportes de secuencias DCL para ninguna especie

cercana, por lo que no fue considerada para la eleccién de la zona de disefio del RNAi en L.

pseudothebromae.
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8.4 Diseio de RNA de doble cadena de interferencia (dsRNAI)
8.4.1 Alineamientos

De los alineamientos realizados con los 5 DCLs de la pifia vs cada uno de los DCLs de A.

tubingensis se encontraron regiones de baja homologia como se muestra en la Figura 24.

Figura 24. Alineamientos de los DCLs de la pifia vs DCLs de A. tubingensis. Las primeras 5 secuencias
corresponden a los DCLs de la pifia; la Ultima secuencia corresponde al DCL del hongo. Se resaltan en
gris las zonas de mayor homologia.
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Se siguié observando la baja homologia en los alineamientos con las secuencias

nucleotidicas correspondientes (Figura 25).

Las regiones de baja homologia elegidas para el disefo de los primers estan en el brazo
conector entre los dominios DEAD-HELICASE y Helicase, C-terminal; la zona se muestra en el
esquema de la Figura 26, con un amplicdn de 250 pb para cada secuencia DCL. Los primers se

muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14. Primers para amplificar las secuencias DCL de Aspergillus tubingensis

Nombre Secuencia 5’-3’
Aspt_1c 1F GAGACATGGCGTGCTTGG
Aspt_1c1R TCAGGACTGCTGAATTCATAGCC

Aspt_2c 1F CCTTCTTATACGATTCCGAACTGC

Aspt_2c 1R TTGTCTTCTCAGCGCCCATTC
Aspt_3c 1F GAGCCCTCTTGACGGAAGG
Aspt_3c 1R GGTCGGTAGCTTGGAGACG

Figura 26. Ubicacidon de los primers para la amplificacién de los DCLs en A. tubingensis. La zona gris
indica la region amplificada para la generacion de dsRNA..

En el caso de L. pseudotheobromae, no se encontraron reportes de secuencias DCL del
mango para hacer alineamientos ni de especies cercanas para hacer predicciones o
identificaciones de novo, por tanto, para elegir la zona de disefio para los dsRNAi se sigui6 el
criterio usado para la eleccién de la zona de disefio en A. tubingensis, ubicandose en el brazo
conector entre los dominios DEAD-LIKE HELICASE y Helicase, C-terminal (Figura 27), pues es una

zona ampliamente variable. Los primers disefiados se muestran en la Tabla 15.

Figura 27. DCLs de Lasiodiplodia pseudotheobromae. La zona gris indica la region amplificada para el
disefio de los dsRNA..
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Tabla 15. Primers para amplificar DCL1 y DCL2 de L. pseudotheobromae.

Nombre Secuencia 5’-3’
Lpse_1c 1F GCCGCTAGCGATCTCGAA
Lpse_1c2R AGAACATGTCTGAGCACCATGC
Lpse_2c1F CGTCTATCACGCGTACGACATC

Lpse_2c 1R GAAGGCATCAAATTTGGCGATGC

8.4.2 Confirmacion experimental

En A. tubingensis, como resultado de las reacciones de PCR, se obtuvieron productos de
amplificacion de DCL1 y DCL2.1 (Figura 29A) pero no de DCL2.2. Considerando la posibilidad de
gue no se haya empleado la temperatura de alineamiento correcta en el programa de PCR, se
realizé un gradiente de temperatura, obteniendo nuevamente resultados negativos para este gen
(Figura 29B). Al no obtener resultado con diferentes temperaturas, era probable que se haya
realizado una mala eleccion de la zona de disefio de primers por lo que se empled un segundo
disefio de primers (Tabla 16), no obstante, aun habiendo movido esa zona (88 pb downstream)
no hubo éxito en la amplificacion del DCL2.2 (Figura 29C). Ante la imposibilidad de amplificar el
DCL2.2, se tomo la decision de eliminar a DCL2.2 del disefio. Esta secuencia fue inferida por
homologia, lo que la hace susceptible de no estar adecuadamente reportada, por tanto, pudo
haber afectado el disefio de los primers. Por tal razén, se siguidé trabajando solo con las dos

secuencias ya confirmadas.
Tabla 16. Segundo disefio de primers para el DCL2 de Aspergillus tubingensis.

Nombre Secuencia 5’-3’

Aspt_2c2F GTTCATCGAAGATGAAGAGCAAGC

Aspt_2c 2R TTCTCGTTGCATTGCCGG
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Figura 28. Geles de agarosa al 1% de PCR para amplificar los DCLs en A. tubingensis. A Confirmacion
de la presencia de DCL1 y DCL2.1 en el gDNA de A. tubingensis del tamafo esperado (250 pb). B PCR
de gradiente para el DCL2.2 de A. tubingensis. Temperaturas de izquierda a derecha en los pocillos:
53.1°C, 54.4°C, 55.3°C, 57.7°C, 58.2°C y 60°C. C PCR de gradiente con el segundo disefio para el
DCL2.2 de Aspergillus tubingensis. De izquierda a derecha las temperaturas son: 52°C, 54°C, 56°C,
58°C, 60°Cy 62°C.

Para el caso de L. pseudotheobromae, se confirmé la presencia de DLC1y DCL2 en el gDNA

con los primers disefiados (Figura 29).

Figura 29. Gel de agarosa al 1% con las bandas
correspondientes al DCL1 y DCL2 de L. pseudotheobromae.
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Con Anthracocystis cenchri, los resultados de la PCR usando el par de primers degenerados
con PCR de gradiente no mostraron éxito en la amplificacidn del DCL identificado de novo (Figura
30A). Pensando en que el disefio contaba con exceso de bases degeneradas a lo largo del disefio
(6y 5), se disend un nuevo par de primers con sélo 5 y 4 bases degeneradas (Tabla 17). Se corrid
una reaccion de PCR usando el nuevo par de primersy en combinacién con el primer diseno (1F1R,

2F2R, 1F2R, 2F1R, Tabla 18), nuevamente sin obtener éxito (Figura 30B).
Tabla 17. 2do disefio de primers degenerados para A. cenchri.

Nombre Secuencia 5’-3’
Acen_1c2F CCNAAGATCNTNGGNATGAC

Acen_1c 2R CCNCNNGANTGNAGGAA

Figura 30. Geles de agarosa al 1% para amplificar DCL en A. cenchri. A PCR de gradiente con el disefio
degenerado para el DCL de A. cenchri. De izquierda a derecha las temperaturas son: 53.1°C, 54.4°C,
55.3°C, 57.7°C, 58.2°C y 60°C. B PCR de gradiente con el segundo disefio de primers degenerados, el

primer disefo y las combinaciones 2F1R y 1F2R. El orden de los pocillos se describe en la Tabla 18.

Tabla 18. Distribucidn de las muestras de la PCR de gradiente con los primers degenerados para A.
cenchri de la figura 37B.

Combinacion 1F1R 1F2R 2F1R 2F2R

55°C 1 4 7 10
60°C 2 5 8 11
65°C 3 3 9 12
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Ante la negativa de poder amplificar el DCL en A. cenchri, se decidié emplear un ultimo
disefio degenerado de primers, esta vez tomando en cuenta la variacidon de bases para los
codones de cada aminodcidos, como se muestra en la Tabla 19. Las letras distintasa A, T,Cy G
representan diferentes combinaciones de bases para una séla posicién, para el primer disefiado
se usaron las siguientes bases degeneradas: N (A, T,CoG),V(A,Co0G),B(T,GoC),D(A,GoT),
R(AoG),M(AoC),S(CoG),Y(CoT).

Tabla 19. Disefio de primers degenerados para A. cenchri con consideracion de la variacion de bases para
cada coddn de aminodcidos.

Scit

Primer

aa
Uhrd
Scit
Aflc1
Ubrm
Srim
Utrcl
Utrc2
Aflc2
Sgrm

Primer

Nombre del primer Secuencia 5’-3’
Acen_FYMN TTCTTYCTMGTCAACCTNGTGCC
Acen_RVYR TTGGCVGCYTGRATGTCGAG

Se relizé una PCR de gradiente (50, 55, 60 y 65°C) con los pardmetros anteriormente
mencionados, obteniéndose una banda de acercana a 1.5 kb, que puede corresponder al peso
esperado de 1.23 kb (Figura 31).
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Figura 31. Gel de agarosa al 1% con primers degenerados en
Acen. Al: 50°C, A2: 55°C, A3: 60°C y A4: 65°C. El control
negativo se realizé a 50°C.

Para la confirmacion de los DCLs como transcritos, se realizd una extraccion de RNA total,
donde se obtuvo una concentracidon de 2.3 ug/uL para A. tubingensis, y 2.4 ug/uL para L.
pseudotheobromae; la calidad de ambos RNAs resulté aceptable , con ambas bandas ribosomales
definidas, las cuales se visualizaron en un gel de agarosa al 1% con buffer MOPS (Figura 32A 'y
32C). Como resultado del didgnostico de la expresion de DCL, se logré la amplificacidn de los DCLs
a partir de cDNA, lo que demuestra su expresién tanto en A. tubingensis como en L.
pseudotheobromae (Figura 32B y 32D). Debido a que se expresan, son susceptibles de ser
silenciados mediante RNAi. Ademds se observé que la banda para DCL1 es menos intensa con
respecto al segundo DCL. El control negativo RNAdil indica que no hay gDNA remanente en la
muestra de cDNA, lo cual significa que la amplificacion es especifica del cDNA derivado del RNA.
Todos los fragmentos fueron purificados para las subsecuentes reacciones, las concentraciones

se muestran en la Tabla 20.
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Tabla 20. Concentraciones de los fragmentos de DCLs de A. tubingensis y L. pseudotheobromae.

Aspt_1c 66.5
Aspt_3c 66.7
Lpse_1c 32.2
Lpse_2c 35.1

Figura 32. Geles de expresion de DCL como transcrito en A. tubingensis y
L.pseudotheobromae. A Gel de agarosa al 1% con MOPS. A bandas ribosomales de
A. tubingensis. B Productos de amplificacién de DCL1 y DCL2.1 a partir de cDNA de
A. tubingensis (cDNA). C Bandas ribosomales de L. pseudotheobromae. D Productos
de amplificacién de DCL1 y DCL2 a partir de cDNA de L. pseudotheobromae (cDNA).
Se usaron como controles negativos una dilucién de RNA tratado con DNasa previo
a la sintesis de cDNA (RNAdil) y agua (-), y como control positivo se empled gDNA.
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8.5 Sintesis de RNA de doble cadena de interferencia (dsRNAi)

8.5.1 Construccion del templado

Para llevar a cabo la sintesis de dsRNAi se tuvo por objetivo reunir en una sola molécula
los fragmentos de DCLs seleccionados para cada patdgeno, ademads de flanquearlos en ambos
extremos con la secuencia del promotor T7. Para la construccidon del templado se siguid el
esquema de la Figura 12. Se amplificaron los DCLs purificados con los primers con secuencias
complementarias en sus extremos, mostrados en la Tabla 21. Se logrd adicionar con éxitos los
extremos complementarios, obteniéndose bandas ligeramente mas pesadas como se muestra en

la Figura 33. El rendimiento de los producctos purificados se muestra en la Tabla 22.

Tabla 21. Disefio de primers complementarios para la fusién de los DCLs.

Nombre del primer Secuencia 5’-3’
Aspt_1RRC-3F GGCTATGAATTCAGCAGTCCTGAGAGCCCTCTTGACGGAAGG
Aspt_3FRC-1R CCTTCCGTCAAGAGGGCTCTCAGGACTGCTGAATTCATAGCC

Lpse_1RRC-2F GCATGGTGCTCAGACATGTTCTCGTCTATCACGCGTACGACATC

Lpse_2FRC-1R GATGTCGTACGCGTGATAGACGAGAACATGTCTGAGCACCATGC

Tabla 22. Concentracidon de productos con extremos complementarios.

Muestra Concentracion (ng/uL)
Aspt_1c comp 25
Aspt_3c comp 35.3
Lpse_1c comp 36.6
Lpse_2c comp 44.2
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Figura 33. Gel de agarosa al 1% que muestra los amplicones de los DCLs con extremos
complementarios de A Aspergillus tubingensis y B Lasiodiplodia pseudotheobromae.

Para fusionar los DCLs se siguid el programa descrito en la Tabla 8, logrando asi obtener
las construcciones esperadas en ambos casos (500 pb) como lo muestran las bandas en la Figura
34A. La concentracion obtenida después de purificar las construccciones fue de 11 ng/ulL en
ambos casos, los cuales posteriormente fueron reamplificados con primers que en sus extremos

tienen la secuencia del promotor T7, los amplicones resultantes se muestran en la Figura 34.

Para ambas construcciones, se cortd del gel la banda de 540 pb, se purificéd y se obtuvo
una concentracién de 16 ng/uL. La historia de las reacciones de PCR hasta la fusidn de fragmentos

estd resumida en la Figura 35.
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Figura 34. Gel de agarosa al 1% con las construcciones de Aspt1-2-2 y Lpsel-2. A Construcciones de
la fusidn de los DCLs de A. tubingensis y L. pseudotheobromae. B Construcciones con extremos T7 de
A. tubingensis y L. pseudotheobromae.

Figura 35. Resumen de reacciones para la construccion del templado. A A. tubingensis. B L.
pseudotheobromae. Carriles DCL1-DCL2.1/DCL1-DCL2: bandas de 250 pb correspondientes a los
fragmentos de DCLs. Carriles DCL1Comp-DCL2.1Comp/DCL1Comp-DCL2Comp: fragmentos de DCL
con extremos complementarios, con un tamafio aproximado de 273 pb. Carril DCL1-2.1-DCL1-2:
fragmento de 500 pb correspondiente a la suma de tamafios de ambos DCLs. Carril T7DCL1-2.1-
T7DCL1-2: fragmento de 540 pb correspondiente a la fusién de ambos DCLs mds la secuencia del
promotor T7.
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Ambos construcciones purificadas se reamplificaron usando Unicamente el primer T7
(Figura 36A y Figura 37A). Una vez enriquecido, el producto se ligd en el vector p-GEM T-easy
(Anexo 1) y posteriormente clonados en células competentes de E. coli. De las colonias blancas
obtenidas, se seleccionaron 4 de cada construccién (Figura 36B y Figura 37B); por PCR de colonia,
usando el par de primer M13, se confirmd que todas contenian a la construccién, pues
amplificaron una banda de aproximadamente 760 pb (Figura 36C y Figura 37C), la cual

corresponde al peso de la construccion con una secuencia parcial del plasmido.

Las colonias transformantes positivas de cada construccién se sembraron de forma
independiente en medio LB liquido con ampicilina, y se extrajo plasmido con el método de lisis

alcalina, alcanzando rendimientos de 8.8 pug/ulL en promedio.

Para confirmar la presencia del inserto en el plasmido extraido, se realizd una reaccion de
digestion usando la enzima de restriccion Notl (New England Biolabs), obteniéndose una banda
correspondiente al tamafio de la construccién junto con una banda de 3 kb que corresponde al
peso del vector usado (Figura 36D y Figura 37D). También se confirmd la presencia de las
construcciones en el plasmido por medio de PCR usando el primer T7, y se obtuvo una banda
correspondiente con el tamafio de la construccion (540 pb), mostrados en la Figura 36D y Figura
37D. El plasmido fue enviado a secuenciar al LANGEBIO para confirmar que la secuencia era

correcta.

De la secuenciacién se obtuvieron las secuencias de las construcciones en sentido directo
(F) y reverso (R), mismas que fueron alineadas con las secuencias encontradas en UniProt y
funRNA para comparar su identidad. El andlisis del alineamiento reveld que la construccion

corresponde con las secuencias reportadas en las bases de datos.

62



Figura 36. Proceso de clonacion de la construccidn de Aspt-Dcl1/2.1. A Producto de PCR con primers
T7. B Colonias blancas con construccién. C PCR de colonia con primers M13. D Analisis de plasmido
de clona con la construccion Aspt-DCL1/2.1 con enzima de restricciéon Notl y PCR con primers T7.
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Figura 37. Proceso de clonacion de la construccion de Lpse-Dcl1/2. A Producto de PCR con primers
T7. B Colonias blancas con construccién. C PCR de colonia con primers M13. D Analisis de plasmido
de clona con la construccidn Lpse-DCL1/2 con enzima de restriccidn Notl y PCR con primers T7.
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Las diferencias que se encontraron en Aspt fueron 13, entre las secuencias del DCL2.1
reportadas en las bases de datos, por tanto, se hizo un BLAST con la herramienta del NCBI y se
encontrd una secuencia de A. tubingensis reportada como DCL2-1 que sdlo tiene 4 diferencias,

habiendo sustitucién de adenina por guanina, como se puede observar en la Figura 38.

Figura 38. Anilisis de la secuencia Aspt-DCL1/2.1. Alineamiento entre las secuencias recuperadas de
la secuenciacién y las secuencias obtenidas in silico. Morado: Promotor T7. Azul: DCL1, Verde:
DCL2.1, Rojo: Diferencias. Aspt_DCL2.1: Secuencia recuperada de la secuenciacion. Aspt_DCL2.1Blas:
Secuencia recuperada del NCBI.

Las diferencias que se encontraron en Lpse-DCL1/2 fueron Unicamente 2 en la secuencia

del DCL2 (Figura 39), siendo cambios de adenina por guanina y timina por citosina.
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Figura 39. Anilisis de la secuencia Lpse-DCL1/2. Alineamiento entre las secuencias recuperadas de la
secuenciacién y las secuencias obtenidas in silico. Morado: Promotor T7. Azul: DCL1, Verde: DCL2,
Rojo: Diferencias, Gris: similitud de aminoacidos, Azul: polaridad del aminodcido. Lpse_DCL2:
Secuencia recuperada de la secuenciacidn. Lpse_DCL2Blas: Secuencia recuperada del NCBI.

8.5.2 Reduccion de efectos off-target

Con lafinalidad de evaluar el espectro de actividad de los RNAi y de reducir la probabilidad
de efectos de silenciamiento en genes distintos a los genes objetivo del silenciamiento, se realizo
un andlisis de las secuencias recuperadas de la secuenciacion de los plasmidos con las
construcciones. El analisis de las secuencias de las zonas elegidas en los DCLs de A. tubingensis vs
el género Aspergillus resulté en 22 hits en las siguientes especies: A. tubingensis, Aspergillus
neoniger,  Aspergillus  eucalypticola,  Aspergillus  vadensis,  Aspergillus  piperis,
Aspergillusluchuensis, Aspergillus costaricaensis y A. niger en todos ellos hubo alta conservacion
de las secuencias dicer-like 1 y dicer-like2.1 (Figura 40), por lo que es probable que el IdsRNAI
disefiado para A. tubingensis pueda tener efectos en las especies antes mencionadas, asi como
se demostré que dsRNA para el gen Myo5 en Fusarium asiaticum tuvo efecto en especies muy

cercanas de Fusarium, incluyendo F. gramminearumy F. oxysporum (Song et al, 2018).
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Figura 40. Resultados del analisis off-target del dsSRNA-Aspt en el género Aspergillus.
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El analisis de efectos off-target contra Ananas comosus resulté en 20 hits, que
corresponden con las siguientes proteinas: 3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolasa-like protein 3,
protein BTR1-like, mitocondrial coenzyme A transporter, mRNA-decapping enzyme-like
protein, FAR1-RELATED SEQUENCE 6-LIKE, DNA replication complex GINS protein PSF2 y zinc
finger protein CONSTANS-LIKE 13-like (Figura 41). No representan un riesgo para la planta, pues

no hay mas de 19 pb alineadas de manera continua.

Figura 41. Resultados del analisis off-target del dsRNA-Aspt en Ananas comosus.
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En Homo sapiens, se encontraron 22 hits, pero sélo corresponden a 3 proteinas: CD46
molecule transcript variante, i, l,j, m, b, k, f, d, ¢, n, X8, X7, X6, X2 y X1; OR4K2 olfactory receptor
family 4 subfamily K member 2 y PIPOX pipecolic acid and sarcosine oxidase (Figura 42). No
representan riesgo para el humano, ya que se cuenta con un sistema inmune innato que reconoce
dsRNA, ademads, los humanos tienen una larga historia de consumo de cantidades considerables
de dsRNA en su dieta provenientes de plantas infectadas con algun virus, sin presentar efectos

detectables (Fletcher et al, 2020).

Figura 42. Resultados del analisis off-target del dsRNA-Aspt en Homo sapiens.
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En busquedas que excluian al género Aspergillus, sélo se encontraron 5 hits en 4 especies:
Cryptococcus neoformans var. grubii H99 hypothetical protein, NAD(P)-binding protein
[Cutaneotrichosporon oleaginosum], acyl-CoA N-acyltransferase Dothidotthia symphoricarpi y
hypothetical protein Saprolegnia parasitica (Figura 43). Ninguna de las especies mencionadas es

de especial atencion.

Figura 43. Resultados del andlisis off-target del dsRNA-Aspt que excluye al género Aspergillus.

El analisis de las secuencias de las zonas elegidas en los DCLs de L. pseudotheobromae vs
el género Lasiodiplodia resulté en Unicamente 2 hits en L. theobromae, siendo en los DCLs que se

usaron para hacer prediccion de DCL en L. pseudotheobromae (Figura 44).

Figura 44. Resultados del analisis off-target del dsRNA-Lpse en el género Lasiodiplodia.
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El analisis en la planta de mango resulté en 19 hits que se concentraban en sélo 5
proteinas: protein LONG AFTER FAR-RED 3, LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase
FLS2, cyclin-dependent kinase G-2, GRAS family protein RAD1-like y chaperone protein ClpB-

like (Figura 45). No representa un riesgo para la planta, pues la especificidad es sélo en una

pequena zona de no mas de 19 pb.

Figura 45. Resultados del analisis off-target del dsRNA-Lpse en Mangifera.
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En Homo sapiens, se encontraron 18 hits, y todos corresponden a la misma proteina:
AXDND1 axonemal dynein light chain domain containing 1 (Figura 46), sin embargo, no

representa riesgo para el humano por las razones antes mencionadas.

Figura 46. Resultados del analisis off-target del dsRNA-Lpse en Homo sapiens.
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Por ultimo, el analisis excluyendo al género Lasiodiplodia resulté en 5 hits en dos especies:
MCF.2 cell line derived transforming sequence like (Ochotona curzoniae) y uncharacterized
LOC110681528 (Aedes aegypti) (Figura 47). Ninguna de las especies mencionadas es de

preocupacion.

Figura 47. Resultados del andlisis off-target del dsRNA-Lpse que excluye al género Lasiodiplodia.

En la la gran mayoria de los alineamientos, se notd que el E-value era alto. De acuerdo al
NCBI, el E-value es el numero de hits que se esperan ver por casualidad, esto es que un E-value
de 1e** significa que se espera ver ese alineamiento 1e** veces por casualidad, es decir, no es
debido al azar. Se puede entender que si el alineamiento no es por casualidad puede ser entonces
por tener relacién bioldgica, sin embargo, E-values bajos no necesariamente significa que sean
secuencias homologas, pero se puede inferir homologia. El E-value también esta en funcién de la

longitud de la cadenay la longitud del emparejamiento.
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8.5.3 Sintesis de dsRNAi

La sintesis de IdsRNAi de ambas construcciones se llevd acabo satisfactoriamente,
obteniéndose productos integros (Figura 48). Los rendimientos obtenidos para los RNAi se
muestran en la Tabla 23. Las bandas se ven ligeramente mads pesadas a lo que se espera (500 pb
y 18-24 pb) de acuerdo al gel, pero esto es explicado debido a que el dsRNA exhibe menor

movilidad electroforética con respecto del DNA.

Figura 48. Gel de agarosa al 1% con RNAi largo y corto. A A. tubingensis. B L. pseudotheobromae. Las
bandas arriba de 500 pb corresponden al IdsRNAi mientras que las manchas debajo de 100 pb
corresponden a los sdsRNA..

Tabla 23. Rendimientos de |dsRNAi y sdsRNA..

Muestra Concentracion ng/ulL Rendimiento (ug)
IdsAspt 950 950
sdsAspt 360 360
IdsLpse 447 447
sdsLpse 400 400
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8.6 Bioensayos de la actividad fungicida de los dsRNAi

Los bioensayos de A. tubingensis sobre germinacidn de esporas en placas petri no
mostraron diferencias significativas en el nUmero de colonias germinadas entre el control y los
tratamientos con diferentes concentraciones de dsRNAI, ni en ningun tipo de dsRNAi (IdsRNAi y

sdsRNAI) (Figura 49; Tabla 24; Tabla 25).

Figura 49. Bioensayo de inhibicién de germinacién de esporas. A Placas con crecimiento de esporas
de A. tubingensis. B Grafico de columnas del promedio nimero de colonias obtenidas para cada
tratamiento. Las barras de error muestran la desviacién estandar (xSD) de 3 réplicas bioldgicas.
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Tabla 24. Numero de colonias germinadas de A. tubingensis. Datos correspondientes a un experimento
con 3 réplicas bioldgicas con diferentes concentraciones de IdsRNAi y sdsRNAI.

129 180 76 128.3333 52.0032
160 163 191 171.3333 17.0977
117 152 51 106.6667 51.2867
212 141 125 159.3333 43.3069

[« DI « DI <D I o)

72 91 74 79 10.4403 a
59 64 114 79 30.4138 a
75 87 72 78 7.9372 a
91 62 56 69.6667 18.7171 a

Tabla 25. Analisis de varianza correspondiente al experimento de inhibicién de germinacidn de esporas

Origen de las
variaciones

Entre grupos
Dentro de los
grupos

Total

Origen de las
variaciones
Entre grupos

Dentro de los
grupos
Total

Suma de
cuadrados

7784.25

15542.6666

23326.9166

de A. tubingensis.

ANALISIS DE VARIANZA IdsAspt

Grados de Promedio de los F Probabilidad Valor critico
libertad cuadrados para F
3 2594.75 1.3355 0.3293 4.0661
8 1942.8333 F<Ferit

No hay diferencia entre las medias

ANALISIS DE VARIANZA sdsAspt

Grados de Promedio de los F Probabilidad Valor critico
libertad cuadrados para F
3 61.4167 0.1697 0.9138 4.0661
8 361.8333 F<Ferit

No hay diferencias significativas entre las medias

Estos resultados sugieren que DCL no es afectado en los estadios de germinacién de

espora cuando crece en medio PDA, lo que puede ser explicado debido a la carencia de la

interaccion planta-patégeno que es importante para el fendmeno de entrecruzamiento de reinos

de RNAi (Wang et al, 2017). Ademads se ha reportado que el procesamiento previo de dsRNAi por

la planta mejora la eficiencia de silenciamiento (Song et al, 2018), sin embargo, otros autores

muestran que dsRNAI dirigidos a genes involucrados en la germinacién de esporas o formacion

del apresorio si afectan la germinacion de esporas y desarrollo del hongo (Mumbanza et al, 2013;

Hu et al, 2020). No obstante, no se descarta la posibilidad de que DCL esté involucrado en la
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patogénesis del hongo, pues resultados de otros autores muestran que aplicando dsRNAi contra
DCL en sistemas in vivo reducen la patogenicidad de los hongos asi como la progresién de la
enfermedad que causan (Wang et al, 2016; Islam et al, 2020; Werner et al, 2020; Yin et al, 2020;
Haile et al, 2021; Qiao et al, 2021), adicionalmente, se ha visto que la eficiencia de SIGS depende
también de la capacidad del hongo de asimilar los dsRNA y procesarlos (Qiao et al, 2021). Para
ensayos de germinaciéon de espora se sugiere escoger genes involucrados en la formacion de los
tubos de germinacion, formacién de estructuras como el haustorio o apresorio, o de sintesis de

componentes estructurales como quitina o ergosterol (Koch et al, 2016; Mumbanza et al, 2013).

Ademads, es importante resaltar que debido a la alta variabilidad en cuanto al numero de
colonias germinadas en los controles, es dificil atribuir diferencias de crecimiento en los
tratamientos debidas al efecto de los dsRNAI. Se decidié realizar un ensayo in vivo usando como
fruta modelo la uva, debido a la practicidad de manejo y facil reproduccién de la infeccién por
Aspergillus como mostré Qiao, et al (2021). Para el ensayo, se inocularon en uvas 10 pL de sdsRNAi
a 20 ng/uL o agua, se dejo reposar 24 h y posteriormente fueron inoculados 10 pL de una
suspension de esporas de A. tubingensis a 4x10* esp/mL, 24 h después de haber inoculado las
esporas, se agrego una segunda dosis de 10 pL de sdsRNAi a 20 ng/uL o aguay al 5 dpi se cuantifico

el didmetro de infeccion.

Los resultados del experimento (Tabla 26) mostraron una tendencia de inhibicién en el
tratamiento de sdsAspt con respecto al tratamiento control (Figura 50), habiendo diferencias
significativas en el diametro de infeccion, siendo menor en el grupo tratamiento (Tabla 27). Este
resultado sugiere que A. tubingensis es susceptible al dsRNAi al igual que lo reportado por Qiao,
et al (2021) con A. niger, adicionalmente se observé que los sdsRNAi promovieron un efecto de

inhibicion marcado a diferencia de IdsRNAI, sobretodo cuando hay dosis posteriores a la primera.

Tabla 26. Datos de diametro de infeccion en uvas tratadas con sdsAspt.

0.98 0.75 1.10 0.88 0.75 0.892 0.1512 a

_0.09 0.43 0.11 0.33 044  0.280 0.17 b
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Tabla 27. Analisis de varianza correspondiente al experimento de efecto de sdsAspt en uvas.

Origen de las
variaciones
Entre grupos

Dentro de los
grupos

Total

ANALISIS DE VARIANZA

Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad Valor critico
cuadrados libertad cuadrados para F
0.9364 1 0.9364 36.1738 0.000318 5.3176
0.2071 8 0.0259 F>Ferit
Hay diferencias significativas entre las
medias
1.14344 9

Figura 50. Efecto de sdsAspt sobre uvas. A didmetro de infeccidn en uvas tratadas con sdsAspt y
agua, se observan diferencias en el tamafio de la lesién. B Boxplot con los datos de didmetro de

infeccién, se muestran las diferencias significativas con letras distintas.
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Por otra parte, los resultados de los bioensayos de crecimiento de micelio de L.
pseudotheobromae en medio liquido no mostraron diferencias significativas en el crecimiento
entre el control y los tratamientos con diferente concentracién de dsRNAi, ni en ningln tipo de
dsRNAI (IdsRNAi y sdsRNAI) (Figura 51). Este resultado es consistente con lo observado por Islam
et al (2020), pues muestra que la adicién de “naked-dsRNA” contra los DCLs de Botrytis fuckeliana
no genera cambios en su crecimiento, no asi con la aplicacion de “minicells” que contienen la
misma construccién de dsRNAi los cuales si provocaron un marcado efecto negativo en el
desarrollo del hongo in vitro. Adicionalmente, el efecto in vitro de una séla dosis de dsRNAi puede
no ser suficiente para generar un efecto en el patégeno, como lo observado por Nerva et al
(2020), quien mostrd que la adiccién de BcdsRNA-CYP51 cada 12 h en Botrytis cinerea provoca

disminucidn del crecimiento del hongo in vitro.

Figura 51. Bioensayo de crecimiento de micelio de L. pseudotheobromae en medio liquido
adicionado con dsRNAi (IdsRNA y sdsRNA).

En conjunto con el resultado obtenido y ante la ausencia de formulaciones de
encapsulamiento de dsRNAI, se optd por montar el patosistema mango-L. pseudotheobromae
usando micelo ante la imposibilidad de produccién de esporas, con una sola concentracion de
IdsRNA-Lpse (500 ng/uL). Se midié el porcentaje de drea afectada del fruto y, nuevamente, los
resultados del experimentro no mostaron diferencias significativas en el desarrollo de la
enfermedad entre el control y el tratamiento con IdsRNA-Lpse (Tabla 28, Tabla 29, Figura 52). Sin

embargo, es necesario optimizar el patosistema a fin de determinar mejores pardmetros para el
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establecimiento de la infeccidon, pues a pesar de que se logrd inoculando micelo, la cantidad de
indculo tomada entre muestra y muestra puede variar debido a la naturaleza de la técnica,
ademas de que algunos puntos de inoculacidn, tanto en los controles como en los tratamientos,
no mostraron crecimiento del hongo, lo que genera ruido en la toma de medicién y andlisis
estadistico. Otro pardmetro a optimizar es las ddsis de dsRNAi, pues se ha demostrado que
subsecuentes aplicaciones a la désis inicial refuerzan el efecto de SIGS a diferencia de los

tratamientos de unidosis (Nerva, Sandrini, Gambino, & Chitarra, 2020).

Tabla 28. Porcentaje de area infectada en mango por L. pseudotheobromae. Los datos se recabaron tras
medir el area infectada 5dpi usando el software Image).

| Opg | 6539 79.37 46.46 52.97 61.0475 145213 a
| 05pg | 63.02 49.97 037 7845 47.95525 33.7900 a

Tabla 29. Analisis de varianza correspondiente al experimento de inhibicién de crecimiento de micelio de
L. pseudotheobromae.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 342.9580 1 342.9580 0.5070 0.5031 5.9873
Dentro de los 4057.9041 6 676.3173 F<Ferit
grupos No hay diferencias significativas entre las medias
Total 4400.8622
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Figura 52. Ensayo in vivo. A area infectada por L. pseudotheobromae en mangos tratados con
agua y dsRNA-Lpse. A Progresion de la enfermedad en mango tras 5 dpi. B Grafico de barras que
muestra el promedio de drea infectada en mango. Las barras de error muestran la desviacién
estandar (+SD) de 4 réplicas bioldgicas.
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9. Conclusiones

De acuerdo a la informaciéon gendmica reportada en bases de datos, se logrd la
identificacién de 3 secuencias DCL en Aspergillus tubingensis y 2 secuencias DCL en Lasiodipllodia
pseudotheobromae a partir de predicciones con los DCLs de L. theobromae. Para Anthracocystis
cenchri, se logré amplificar una secuencia probable de DCL a partir del disefio de primers
degenerados usando secuencias DCL de especies ceracanas, sin embargo es necesario mas

investigacion enfocada en recabar su informacién gendmica.

Mediante primers disefiados en regiones de baja homologia entre los DCLs fungicos y de
las plantas huéped, se logré amplificar 2 de las 3 secuencias DCL en A. tubingensis, asi como las 2
secuencias DCL de L. pseudotheobromae. Ambos pares fueron fusionados en una quimera de DNA
mediante 3 PCRs secuenciales, adicionadas con el promotor T7 en ambos extremos, ligadas en el
ventor p-GEM T-easy y confirmadas por secuenciacién. Las construcciones sirvieron de molde
para la sintesis de IdsRNAi y sdsRNAi de buena calidad. Las secuencias escogidas no tienen off-
targets significativos en las plantas huésped ni en otros organismos, de acuerdo a las predicciones

bioinformaticas.

Los resultados de los bioensayos in vitro no mostraron reduccion de la enfermedad para
ningun patoégeno, lo que sugiere que DCL no es esencial para la germinacion de esporas en

condiciones in vitro, ni el crecimiento del hongo en medio liquido.

Por otro lado, los resultados de pruebas in vivo usando uvas sugiere que A. tubingensis es
susceptible al dsRNAI, pues se observé una tendencia de disminucion de desarrollo de lesién con
dos dosis de sdsRNAi. Asi mismo, el ensayo in vivo de L. pseudotheobromae en mango no resulté
en reduccion de la enfermedad, sin embargo, es necesario estandarizar los ensayos in vivo para
ambos hongos, a fin de conocer si los dsRNAi disefiados pueden ofrecer un mayor efecto de

proteccién en los frutos.
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10. Perspectivas

Con los resultados recabados en esta tesis, se quedan abiertos nuevos puntos de vista por
resolver. Empezando con Anthracocystis cenchri, cuya secuencia amplificada con primers
degenerados deberd ser clonada y secuenciada para conocer la secuencia y poder disefiar dsRNAi
sobre su DCL. Es necesario mayor trabajo de nivel molecular que permita la identificacién de
nuevas secuencias DCL en su genoma, asi como de otros blancos moleculares. El siguiente paso
en futuras investigaciones con las construcciones hechas en el presente trabajo, sera la
estandarizacion del establecimiento de la infeccién en los frutos huésped, o en modelos que

permitan la recoleccién de datos de forma sencilla.

Es necesario optimizar parametros como la dosis efectiva de dsRNAI, estudiar el efecto
de aplicaciones posteriores en el sistema in vivo, asi como cuestiones de durabilidad del dsRNA.i
en el ambiente o formulaciones que protejan del efecto de nucleasas ambientales o
fotodegradacion por rayos UV, alargando su vida media. Otra forma de conocer los efectos de
silenciamiento seria realizando RT-gPCR para determinar si el nivel de abundancia de los
transcritos de DCL disminuye con los tratamientos de dsRNAi. Es importante resaltar que el
patdgeno Aspergillus tubingensis tiene potencial en SIGS, pues se ha demostrado que Aspergillus
niger, una especie muy cercana, es capaz de absorber dsRNAi ademas de ser susceptible a SIGS

(Qiao et al, 2021).

En caso de que la construccién presentada no tenga efectos de reduccion de severidad
de la enfermedad, todavia se pueden abordar otras estrategias como un diseifio de dsRNAi sobre
otras regiones de los DCLs, como puede ser el dominio Helicase C-terminal, o bien, con un disefio
mas largo, pues se ha reportado que mayores tamafios de IdsRNAs pueden generar una mayor
cantidad de siRNAs efectivos en el silenciamiento (Hofle et al, 2019). Adicionalmente, es
conveniente mantener la estrategia de fusién de ambos genes, pues también se ha demostrado
gue disefios que vayan dirigidos a mds de un gen aumentan su efectividad, ya sea fusionados
(Koch et al, 2019) o en combinacion por dsRNAs individuales (Yang et al, 2021). También se puede
abordar la eleccidn de genes implicados en procesos como sintesis de componentes estructurales
esenciales, como ergosterol o quitina, los cuales a su vez son encontrados sélo en hongos, por lo

gue se prevée no tengan efectos off-targen en plantas.
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Es necesario mayor conocimiento sobre cdmo son entregados los dsRNAi a los patdgenos,
por qué en algunos patosistemas funcionan mejor que en otros, cudles son los mecanimos
moleculares de consumo, procesamiento y translocacién de los mismos, para poder hacer posible
las aplicaciones en campo (Pereira & Koch, 2021), asi como también conocer si puede tener

implicaciones negativas en el ambiente.

Con base en lo conocido hasta ahora, el uso dsRNAi aplicado en SIGS tiene un gran
potencial para funcionar como estrategia de proteccion de cultivos de forma amigable con el
ambiente, sin embargo, todavia estamos en una posicién lejana a la comercializacion y aplicacién
en campo, no obstante, con el constante desarrollo de esta tecnologia cada vez nos acercamos

mas a la nueva generacion de biofungicidas.
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Anexo 1. Preparacion y composicion de soluciones y reactivos y protocolos
1. ddH20 + DEPC (1L)

Se desioniza 1L de agua destilada y se agrega 1mL de DEPC (Sigma, D5758), se mantiene en
agitacion toda la noche. Esterilizar 15min a 15lb/in2 a 121°C. Almacenar a temperatura ambiente.

2. Buffer TAE 50X (500mL)

. Tris-base 121g . Acido acético glacial 28.55mL
. Acido etildiaminotetraacético (EDTA)
0.5M 50mL

Disolver el Tris, EDTA y acido acético en ddH20 + DEPC, se ajusta a pH 8.0 y se afora a 500mL. Se
almacena a 4°C.

3. Buffer MOPS (500mL)
o MOPS 20.927g . EDTA 0.5M 10MI
J Acetato de sodio 5.44g . NaOH 1N para ajuste de pH

Disolver el acetato de sodio en ddH20 + DEPC. Adicionar al MOPS y disolver. Agregar el EDTA y
ajustar a pH 7.0 con NaOH. Aforar a 500mL.

4. Solucion de Lisis

) Tris-HClI 50mM o SDS 3% v/v

. EDTA 50mM . Mercaptoetanol 1% v/v
5. Gel de Agarosa 1% con buffer TAE (100mL)

J Agarosa 1g . Buffer TAE 1X 100mL

Calentar la mezcla sin hervir hasta que la agarosa se haya derretido completamente.
6. Gel de Agarosa 1% con Buffer MOPS (100mL)

J Agarosa 1g J Formaldehido 18mL

. Buffer MOPS 10X 10mL . ddH20 + DEPC cbp 100mL

Disolver la agarosa en ddH20 + DEPC, dejar enfriar un poco y agregar el resto de los
componentes. Almacenar a temperatura ambiente.

7. Solucion | (10mL)
o Tris-HCl 1M 0.25mL ° ddH20 + DEPC cbp 10mL
o EDTA 0.5M 0.2mL

Mezclar los componentes y guardar a 4°C.
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8. Solucioén Il (200uL)

o NaOH 10N 4plL

. SDS 10% 20uL

9. Solucién Il (10mL)

J Acetato de potasio 5M 6mL

. Acido acético glacial 1.15mL

Mezclar los componentes y almacenar a 4°C.

10. Medio de cultivo LB Sélido (100mL)

) Extracto de levadura 0.5g
. Peptona de caseina 1g
) NaCl 1g

ddH20 + DEPC cbp 200uL

ddH20 + DEPC cbp 10mL

Agar bacteriolégico 6g

ddH20 + DEPC cbp 100mL

En un matraz vaciar el agua y en agitacion agregar los componentes hasta disolver bien. Esterilizar

15min a 15Ib/

in2 a 121°C. Enfriar a 40-50°C y agregar 100uL ampicilina 100mg/mL.

11. Vector de clonacion p-GEM T-easy

llustracion a. Estructura del vector p-GEM T-easy. Se muestran
las enzimas de restriccion que se encuentran en el sitio de
clonaje multiple (MCS). Notl, enzima usada en el trabajo, corta

flanqueando el sitio de clonacion.
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12. Extraccion de plasmido por el método de lisis alcalina

Vaciar el cultivo bacteriano en tubos de 1.5mL y centrifugar a 12krpm x 2min. Vaciar
gentilmente el sobrenadante por decantacion, dejando el pellet bacteriano sin liquido.
Resuspender el pellet en 100uL de Solucidn | y agitar por vértex vigorosamente. Meter la mezcla
en hielo.

Agregar 200uL de la Solucién Il recién preparada al pellet y mezclar por inversion 10 veces,
poner seguidamente en hielo. Afladir 150uL de Solucidn lll, cerrar y dispersar la solucién mediante
inversion varias veces; poner en hielo 5min.

Centrifugar el lisado bacteriano a 12krpm x 5min a 4°C. Transferir el sobrenadante a tubos
nuevos. Agregar un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, mezclar por vértex y
centrifugar a 12krpm x 2min a 4°C. Transferir la capa superior acuosa a un tubo nuevo.

Precipitar el plasmido anadiendo 2 voliumenes de etanol absoluto a temperatura
ambiente. Mezclar por vortex y dejar reposar 2min a temperatura ambiente. Centrifugar el
plasmido a 12krpm x 5min a 4°C. Se obtiene un pellet blanquecino.

Remover el sobrenadante por aspiracion gentil. Se lava el pellet con 1mL de etanol al 70%
y mezclar por inversion. Centrifugar a 12krpm x 2min a 4°C. Remover el sobrenadante por
aspiracion gentil. Dejar secar a temperatura ambiente.

Resuspender el pellet en 30uL de ddH20 + DEPC, incubar con RNAsa 30min a 37°C,
inactivar a 65°C y almacenar a -20°C.
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Anexo 2. Secuencias de DCL en aminoacidos y nucledtidos

Aspergillus tubingensis

Taxonomia
e Dominio: Eukaryota
e Reino: Fungi
e Filo: Ascomycota
e C(Clase: Eurotiomycetes
e Orden: Eurotiales
e Familia: Trichocomaceae
e Género: Aspergillus
e Especie: A. tubingensis

DCL1

llustracion b. Estructura de DCL1 de A. tubingensis. Imagen recuperada de funRNA.

Nota: En gris se resaltan las zonas usadas para el disefio del RNAi.

>Aspt_DCL1 Protein_Sequence

MPPAHASNMGVNSDLHGPDONLPVETIKGRAVITMTEDILQEDDRSSDESDNDEHEDQITAGVSQQRITONAKFKDLLAQRADSGPIH
DAKVTHDLPNAQLSTAHLTAKQDLGIGTLDPREYQLELFERAKAQNT IAVLDTGSGKTLIAVLLLKHTLEKELNDRAEGKQHRIAFF
LVDSVTLAYQQAAVLRNNLDQSVGHFFGAMGTDLWSKSVWEQHFQKNMVIVCTAEILNQCLLNSYVKMSQINLLIFDEAHHTKKDHP
YARITIRESYLEEDPSKRPRIFGMTASPIDTKGDIVDEATRLEKLLDSRIATTSNMSLLROVVRRPVERVWSENRLEQPFATSLYKQL
EDRFGDMACLEGIFRFAWQASSELGRWCSDRAWARALADDVLPKLEGNVRKTANSETSSDVPESAYKEILRITEASEIVKGYEFSSP
EAFGQLSPKVQVLREELVHYFGRPTETKCIVEFTOQKRYTALILSELFQTLNVPFLRPGVLIGVRSGDLAGMNITEFRQQFISLVKERTG
EINCLFATSVAEEGLDIPDCNLVVREDLYQTLIQYVQSRGRARHENSTYASMVERGNLDHEQRLLEVQDAEKMMONFCRTLPEDRLL
YGIDHDLDTVLQKDEGNRTFKIKSTGAKLTYHSA

MRNAKLAITSKRTSEYDMISKPSLWGRKQGMAPKELYGTVITFLPSSQLS
HEARPLLLFTRERLPHFPQFPIFLDDDIETTILTTPLENQILLSEEEVDALTVFTLRVFRDVEFHKTYDNEPEKMAYWLAPVRVQSSY
IPSFDPRQILDWESLNYVRDNDSIPFSTEIRPESLVDLEVEFDAWDGRCRFFTVGIEESLTPSSPPPPEFVARRRHMTDIMNYCSSLSK
NSRAKFLSTCHWDQPVLRAELVRLRRNLLDRMTDTEREVETRCFICLEPLKVSAIPAATAFSCLAFPATIISRIDAYLISLOGCESLN
FTVKLDLALEAFTKDSDNTEEHRAQQIHVQRGMGRNYERLEFLGDCEFLKMATSIALETONPDDDEFDYHVNRMCLICNKNLENAAVK
KEIYKYIRSRGFSRHTWYPEGLKLLOGKDHSRKATTESKHALAEKTIADVCEALIGASLLSGGPEHREFDMAVKAVTTLVNSPSHMAE
RWKDYISLYTIPKYQRRAADGAEIHLCRKVEEKLSYRFRYPTLLGSAFTHPSYPSAWAKVPCYQRLEFLGDSLIDMVCVEDLEARYP
DRDPOWLTEHKMAMVSNKFLGALAVKLGLHTHLKYFSAPLOSQITQYAEEIQTAEGESEGAVDYWTVTKDPPKCLPDMVEAYVGAVF
VDSDFNFEVIEKFFRDHIKPFFEDMAIYDSFANKHPTTFLYNRLTNEFGCTNYCLKAGEMPSIDGAPAGVLAAVIVHDVVIAEGTAS
SGRYAKVKASERALAVLDELSSAAFQRKYRCDCRESGDLARPDIGTATL

>At_DCL1_Gene_sequence

ATGCCACCAGCTCACGCTTCCAATATGGGAGTAAATTCCGATCTTCATGGGCCTGATCAGAACCTACCCGTGGAAACAATAAAAGGG
CGCGCCGTGACGATGACTGAGGATATACTACAGGAAGATGACAGATCATCGGATGAATCCGACAATGACGAGCACGAAGACCAGATC
ATAGCAGGAGTTTCACAGCAACGTATTACCCAGAACGCAAAGTTCAAAGACCTTCTTGCACAGCGTGCTGATTCAGGCCCCATCCAT
GACGCTAAAGTCACCCATGACCTGCCAAATGCTCAGCTTTCCACTGCGCACTTGATAGCGAAACAAGACCTTGGAATTGGTACGCTG
GATCCAAGAGAGTATCAATTGGAACTATTTGAGAGAGCGAAAGCGCAGAATACAATTGCTGTACTTGACACGGGCTCTGGGAAGACT
TTGATTGCAGTGTTGCTACTTAAACATACACTGGAAAAGGAACTGAATGATCGCGCGGAGGGGAAGCAACATCGAATAGCCTTTTTC
CTTGTGGATAGCGTTACACTCGCATACCAACAGGCCGCGGTACTACGCAATAACTTGGATCAGAGTGTCGGGCATTTCTTTGGAGCT
ATGGGAACTGACCTGTGGAGCAAAAGTGTCTGGGAGCAGCACTTCCAAAAGAACATGGTGATCGTCTGTACAGCGGAGATTTTAAAC
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CAGTGCCTGCTCAACTCCTACGTCAAGATGAGCCAAATTAACCTCCTAATATTCGATGAAGCGCACCATACAAAGAAAGATCATCCC
TATGCACGCATTATACGTGAATCTTACCTCGAAGAAGACCCCTCAAAGCGTCCACGAATATTTGGAATGACTGCATCACCCATTGAC
ACAAAAGGTGATATAGTCGATGAAGCTACGAGACTTGAGAAGTTGCTTGACAGTAGGATAGCTACGACTTCCAACATGTCACTTCTA
CGGCAGGTGGTCAGGCGTCCGGTGGAGAGAGTATGGTCCTTCAACAGGTTGGAGCAACCGTTTGCTACTAGCCTATATAAGCAGCTT
GAAGATCGTTTTG

GGCTTTTGGCCAGCTTAGCCCCAAAGTGCAAGTCCTTCGCGAAGAGCTTGTCCACTATTTTGGACGACCGACGGAGACAAAATGC
ATTGTTTTCACGCAGAAGCGCTACACAGCTTTGATTCTGTCTGAACTTTTTCAAACCCTGAATGTTCCCTTCCTTCGGCCTGGTGTG
CTTATTGGTGTCCGGTCTGGGGATTTAGCAGGAATGAACATAACGTTCCGCCAGCAGTTTATTTCCTTGGTCAAGTTCAGGACCGGC
GAGATCAATTGCTTGTTCGCTACATCAGTTGCTGAAGAGGGTCTGGATATTCCTGATTGTAATCTGGTCGTTAGGTTTGATCTTTAT
CAAACGTTGATCCAATACGTGCAAAGCCGTGGGCGGGCGAGGCATTTCAATTCAACGTATGCGAGTATGGTCGAAAGAGGAAACCTG
GATCATGAGCAGAGGCTACTTGAGGTTCAAGATGCTGAAAAAATGATGCAAAACTTTTGCAGAACCCTCCCCGAGGATAGGCTACTA
TATGGCATTGACCACGATCTTGATACAGTGTTACAGAAAGACGAGGGCAACAGGACTTTCAAAATCAAATCTACAGGTGCTAAGCTA
ACCTATCATTCAGCA

ATGCGAAACGCGAAACTTGCAATAACATCGAAGCGCACCAGCGAGTATGACATGATATCGAAG
CCATCTCTATGGGGCCGGAAACAAGGAATGGCCCCCAAAGAACTTTATGGCACCGTTATCACGTTCTTGCCCTCCAGTCAACTATCG
CACGAGGCCAGACCTTTGCTATTGTTCACACGAGAGAGACTGCCACACTTTCCACAGTTTCCCATCTTCCTCGATGACGACATAGAG
ACTACAATACTCACGACTCCCTTGGAAAATCAGATTCTACTTTCAGAAGAGGAAGTTGATGCCCTCACAGTGTTTACTCTTCGTGTT
TTTCGTGACGTGTTCCACAAGACTTACGACAACGAGCCCGAAAAGATGGCTTACTGGCTAGCCCCGGTAAGGGTTCAAAGCTCATAC
ATCCCGTCATTCGACCCAAGGCAGATCCTTGACTGGGAGAGCCTCAACTACGTGCGCGATAACGATAGCATTCCATTCTCTACGGAG
ATACGCCCAGAGAGCTTGGTTGATCTCTTTGTGTTCGATGCCTGGGATGGAAGATGCCGATTTTTCACAGTAGGAATCGAGGAAAGT
CTGACTCCCTCTTCTCCTCCACCACCCTTTGTAGCCCGGCGCAGACACATGACCGATATTATGAATTACTGCTCGAGCCTCTCCAAG
AACTCCAGGGCTAAATTCTTGTCGACTTGTCACTGGGACCAACCTGTCTTAAGGGCAGAGCTCGTACGACTCCGCAGGAACCTTTTA
GACAGAATGACAGACACCGAGAGAGAAGTTGAAACGAGGTGCTTCATTTGTCTTGAGCCTTTGAAAGTATCTGCTATCCCTGCAGCT
ACAGCATTCTCCTGTCTCGCATTCCCAGCAATCATCTCTAGAATTGATGCATACCTAATCTCTCTCCAAGGCTGCGAAAGCCTAAAC
TTCACCGTCAAGCTGGACCTCGCCCTTGAAGCATTCACAAAAGACTCCGATAATACCGAGGAGCACCGAGCTCAGCAGATACATGTC
CAACGAGGAATGGGAAGAAATTATGAGCGATTGGAATTCCTCGGAGACTGTTTCCTGAAGATGGCTACCTCGATTGCTCTCTTCACA
CAAAACCCAGACGATGATGAGTTTGACTATCACGTAAACCGGATGTGTCTCATTTGCAACAAGAACCTCTTTAATGCAGCCGTAAAA
AAGGAGATCTATAAGTATATTCGTAGTCGAGGATTTTCGAGACATACATGGTATCCAGAGGGTCTGAAGTTACTACAAGGTAAAGAC
CACAGTAGAAAGGCAACCACGGAGAGCAAGCATGCCCTTGCAGAGAAAACAATTGCAGATGTTTGCGAAGCTTTGATAGGGGCGTCT
CTGCTTTCCGGTGGTCCTGAACATCGATTCGACATGGCTGTCAAGGCAGTGACTACTCTGGTGAACAGTCCCAGTCACATGGCTGAG
CGATGGAAGGACTACATTTCTTTATATACGATACCGAAGTATCAGCGCCGAGCGGCGGATGGTGCCGAGATACACCTTTGTCGAAAG
GTCGAAGAGAAGCTGAGCTACCGCTTCCGTTACCCGACGCTTCTTGGATCAGCTTTCACTCATCCTTCGTATCCATCTGCATGGGCT
AAAGTGCCCTGCTATCAGCGCTTGGAGTTTCTTGGTGATTCACTGATCGATATGGTGTGCGTGGAAGACTTGTTTGCCAGGTATCCT
GACCGAGACCCCCAGTGGCTCACAGAACACAAAATGGCCATGGTATCCAACAAGTTTCTGGGTGCTTTAGCCGTGAAATTGGGGCTC
CATACGCATCTAAAATACTTTAGCGCTCCGTTGCAATCTCAGATCACTCAGTACGCCGAAGAAATCCAGACAGCAGAGGGCGAGAGT
GAGGGCGCGGTGGACTATTGGACTGTGACAAAAGACCCTCCTAAGTGTTTGCCCGACATGGTTGAAGCGTATGTAGGTGCAGTTTTC
GTCGACTCCGATTTCAACTTCGAGGTCATTGAGAAGTTCTTCCGGGATCACATCAAACCATTTTTCGAGGACATGGCAATTTATGAC
AGCTTCGCAAATAAGCACCCTACGACTTTCTTGTACAATCGACTGACTAATGAATTCGGCTGCACGAACTATTGTCTGAAAGCTGGT
GAGATGCCCAGCATTGATGGGGCCCCGGCTGGGGTTTTAGCGGCCGTGATCGTGCATGATGTTGTCATTGCCGAAGGTACAGCATCA
TCTGGTCGCTATGCTAAAGTTAAGGCCAGTGAGAGGGCACTCGCAGTGCTGGACGAGCTATCGTCAGCAGCTTTCCAGAGAAAATAT
CGCTGTGATTGTCGAGAGTCAGGAGACTTGGCAAGACCCGACATTGGAACGGCTATCTGA

InterPro Results / Graphics
IPRO00999 (31.00): Ribonuclease 111 (901~1070) (1083-1294)
Il 1Procos99 [ 1proot6so [ reroososs IPRO01650 (31.00): Helicase, C-terminal (355~525)
] 1rrovedra [ 1pro11545 [ 1rrodd001 IPRO05034 (31.00): Dicer double-stranded RNA-binding fold (548~642)

estExt_fgeneshl_pg.C_d_t20139 (1375 aa> IPRO06474 (31.00): Helicase Cas3, CRISPR-associated, core (39~67)

(145~154)

IPRO11545 (31.00): DNA/RNA helicase, DEAD/DEAH box type, N-
terminal (26~196)

IPRO14001 (31.00): DEAD-like helicase (19-223)

llustracion c. Estructura de DCL2 de A. tubingensis. Imagen recuperada de funRNA.

>Aspt_helicase_dcl2-2_Protein_sequence

MASSTDYHADSTPGPTTNMELRIREYQLEMLNESLKRNVIVVMPTGTGKTQVAILRILADIDKGDSDKFVWLLCPTVALSEQHTHTI
RNRVPSMWCRGFTSRDQVEYWKEKKIWDNALLGIKIAVSTYQVLYDALSHGEVKLSQISLLIFDEAHHCKRDHVANKIMODHY HKMH
QOSGAQNLPKILGLTASPILSDLSSLETVESNLGSICKTPROQYYAQLLOQFTNRPLILPRL

SPMCLCLLDELSKAYREGFCGLVEVTQRATVLALKWLIENHPLTSHLFTCGTFIGMSTTQY SKTELGNLHDIRNQTETLEKFRQGST
NLIITTDALEEGIDIPACNTVLNENSQLSLKSFIQRRGRARRENSQFIIIMEDESGPMYLKQLEMEEIELVSKLONAERRQIPANEL
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DEDEYERISLSLHVDRTGAQLIMRE

GNTILRSHYSIQONQLDPWODIAHLWKLDSQLYLHKLRITIRPEEDEIHIHMIFPY
QLDTTVHIPLFIDYCTTYTAILTPGHPITTNVPLCQQVTNLIFQSVYRDHCSRKNIDYAFLLVPGLEEPKLIEFLERYSGSVSLTEL
LNQEATPSALGLLRSHTKPSRPLLVEPWVEGECVLSDDLSISSFTAKVKYMTSRRNFLSQGNLAARKSKRCEPRIGFEANVKGMSVR
DFFVDKLPSMFAQVALLTPSITIHEVEVYITAQNLROQELSLRSVTPWORLDLLATATIRPTSIEHRATFRSLAFIGDALIKYLFARQLFE
LHHHLLHEGLLSSLKQRNLSDAGLAYATIYQSGLGKFLISKHLNGKRWAPPLVSRIKSSSNEARQRSIGAATLADMTKAVVGAAFI DG
GLNQAAACASVMFPKLKTWNASSLHDGTYSKTRPANAVAPTAIVDMEELLGYTFTDKSLAVESMTHPSCTGLVQTTSYRRLSFLGAS
VLEWIVVSYLHRHAQVMNPKRMQSLKSAFTNNTFLTEVAITFHQVRERNHIYVDDEHKVHONVKTCSIRLWDFLRLHSDALSTELTN
FVQVSSEEVDAIKHELWERREFYPWVRLSALGDMRVLSDIIQSTFGAVEFIDSQATLTSCNALAEKLGILPLLEHFISHQITTDHPKDI
LOAILRGRKLSYQISVDKEHPGTLRCSALADSSEIASVEGHMNDDVIKMLAAETAVRLLRKGFALSETS

>At_helicase_dcl2-2_Gene_sequence

ATGGCCTCATCTACCGATTACCATGCAGACAGTACGCCGGGACCGACAACTAATATGGAGCTTAGAATCAGAGAGTATCAATTGGAG
ATGTTGAACGAGAGTTTGAAACGTAATGTTATCGTTGTGATGCCAACAGGTACTGGGAAAACGCAAGTAGCCATATTACGGATTCTG
GCGGACATAGACAAAGGAGACTCAGATAAGTTCGTATGGCTACTTTGTCCCACAGTTGCTTTATCTGAGCAGCATACACATACAATA
CGAAACCGTGTTCCTTCTATGTGGTGCAGAGGGTTCACCAGTAGAGATCAGGTGGAATATTGGAAAGAGAAGAAAATATGGGATAAT
GCCTTGTTGGGAATAAAGATTGCAGTTTCAACATATCAGGTTCTATATGACGCACTATCCCATGGTTTTGTTAAACTGAGCCAAATT
TCTTTACTCATATTCGATGAAGCCCACCATTGTAAAAGGGATCACGTTGCGAACAAGATAATGCAGGACCATTACCATAAGATGCAC
CAAAGTGGTGCGCAGAATCTACCGAAGATACTTGGTCTGACTGCTTCTCCCATTTTATCCGACTTGTCATCTTTGGAGACCGTGGAA
AGCAACCTGGGCAGTATATGCAAGACCCCTCGCCAATACTACGCGCAACTCCTGCAATTCACAAACCGGCCACTTATATTGCCGCGC
CT

GATGTG
TCACCAATGTGCCTGTGCCTATTGGATGAGCTTTCAAAGGCATACAGAGAAGGATTCTGCGGTCTGGTGTTCGTTACGCAGCGAGCG
ACTGTACTTGCATTGAAATGGCTGATAGAGAACCATCCACTTACGAGCCACCTATTTACTTGTGGGACATTCATTGGTATGTCAACG
ACACAATACAGCAAAACAGAGCTCGGAAATCTCCATGACATCCGAAATCAGACTGAAACGCTAGAGAAGTTCCGGCAAGGCTCTATA
AACCTAATCATAACGACCGATGCTCTGGAAGAAGGCATTGATATACCGGCATGCAATACAGTGCTAAACTTCAACAGTCAGCTATCC
TTGAAATCCTTCATTCAGCGACGGGGGCGTGCACGAAGGGAGAACTCCCAGTTTATTATCATTATGGAAGATGAAAGCGGCCCAATG
TACTTGAAACAACTCGAGATGGAGGAAATAGAGCTAGTTTCAAAATTGCAGAATGCCGAGCGAAGGCAAATACCAGCTAACGAGCTG
CACTTCGACGAGTACGAGAGGATTTCGCTTTCCCTTCACGTTGACAGGACCGGAGCGCAGCTGATAATGCGGGAA

GGGAATACCATATTACGGTCCCACTACAGTATTCAGAACCAGCTGGATCCTTGGCAGGATATTGCTCATCTATGG
AAACTTGACAGTCAGCTGTATCTTCACAAACTACGAATCATAAGACCAGAAGAGGACGAAATCCACATACATATGATTTTTCCATAT
CAGCTTGACACAACAGTTCACATTCCTCTTTTCATTGATTATTGCACAACCTATACGGCCATTCTCACACCGGGGCATCCAATCACT
ACAAATGTTCCACTTTGCCAGCAAGTGACAAACCTGATCTTCCAGTCGGTTTACCGAGACCATTGTTCTCGCAAGAACATAGACTAT
GCGTTCCTTCTTGTCCCAGGACTGGAAGAACCGAAGCTGATTGAGTTCCTTGAGAGGTATTCTGGATCAGTCAGCCTGACTGAGCTT
CTGAATCAGGAAGCTACGCCGAGTGCGCTTGGACTGCTTCGCAGTCATACGAAACCCAGTCGACCACTTTTGGTTGAGCCTTGGGTA
GAAGGAGAGTGCGTCTTATCAGATGATTTGTCCATTTCGTCCTTCACGGCCAAAGTGAAATACATGACTAGTCGCCGGAACTTTCTC
TCTCAAGGAAATCTAGCTGCTAGGAAATCAAAACGCTGTGAGCCCAGGATAGGCTTTGAAGCTAATGTGAAAGGCATGTCTGTGCGA
GATTTCTTTGTTGATAAGCTACCTTCCATGTTTGCCCAGGTCGCCCTCCTTACACCAAGCATAATCCACGAGGTGGAGGTATATATC
ATAGCGCAAAATTTGCGACAGGAACTATCGTTACGATCAGTCACGCCCTGGCAACGACTTGATTTATTGGCCATTGCTATCAGGCCT
ACAAGTATTGAGCATCGAGCCACCTTCCGCTCATTAGCCTTCATTGGCGATGCACTCATCAAGTATCTCTTCGCAAGGCAATTATTT
CTGCACCATCATTTGTTGCACGAAGGTCTCCTGTCCTCTTTGAAGCAGAGGAATCTGTCTGATGCGGGTCTTGCATATGCTATATAT
CAATCTGGCCTTGGGAAATTCCTCATAAGCAAACATCTCAACGGGAAACGATGGGCGCCACCGCTTGTGTCGAGGATTAAATCCTCC
AGCAATGAAGCCAGGCAGCGATCCATCGGTGCGGCTACGCTGGCTGATATGACGAAAGCAGTTGT TGGGGCTGCCTTCATAGATGGT
GGACTGAACCAGGCTGCTGCATGCGCATCAGTCATGTTTCCCAAACTCAAGACTTGGAATGCATCATCTCTGCATGATGGTACTTAT
TCCAAAACAAGACCGGCAAATGCAGTTGCTCCAACAGCAATAGTCGATATGGAAGAACTCCTTGGATATACTTTCACGGACAAATCC
CTGGCTGTAGAAAGTATGACACATCCATCTTGCACTGGTCTTGTGCAAACAACATCTTATCGGCGTCTCTCATTTCTCGGAGCCAGC
GTGCTAGAATGGATTGTTGTGAGCTATCTACATCGACATGCACAAGTGATGAATCCAAAAAGGATGCAGTCCTTGAAGTCCGCGTTC
ACAAACAACACATTTCTGACCTTTGTGGCAATAACATTCCACCAAGTAAGGGAGCGAAATCATATATATGTTGATGATGAACACAAG
GTCCATCAAAATGTGAAGACATGCTCGATTAGGCTCTGGGATTTTCTTCGCTTGCATAGCGATGCCTTATCCACTGAGTTAACAAAC
TTTGTTCAAGTGTCATCTGAGGAGGTGGATGCTATCAAACATGAACTATGGGAGCGGCGATTTTACCCATGGGTGCGGCTGAGCGCA
CTTGGGGACATGCGAGTGTTGTCTGATATCATTCAGAGCACTTTTGGTGCTGTCTTTATCGATTCTCAAGCAACCCTAACATCCTGC
AATGCTCTGGCAGAAAAACTCGGAATTCTGCCGCTTTTGGAGCATTTCATTTCCCATCAAATCACTACAGACCATCCAAAAGACATT
CTACAAGCCATCCTTCGAGGACGCAAACTCTCTTATCAGATCTCTGTTGACAAAGAACATCCCGGGACACTGCGGTGTTCTGCACTG
GCTGATTCCTCGGAGATCGCCTCAGTGGAAGGCCATATGAATGATGATGTAATCAAGATGCTGGCAGCTGAAACGGCCGTTCGTCTC
CTGCGCAAGGGGTTTGCTTTATCCGAGACATCGTGA
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DCL2.1

IPRO00999 (31.00): Ribonuclease 11l (905~1080) (1092-1249)

[ 1Proc0sE [ trroo1650 [ 1proogoss (1250~1309)
IPRO01650 (31.00): Helicase, C-terminal (373~535)
[ R [ trot1545 Il 1eRod001 IPRO05034 (31.00): Dicer double-stranded RNA-binding fold (565-659)
gml.9345_¢g (1394 aa) IPRO06474 (31.00): Helicase Cas3, CRISPR-associated, core (41~50)
(444-~470)

IPRO11545 (31.00): DNA/RNA helicase, DEAD/DEAH box type, N-
terminal (22~164)
IPRO14001 (31.00): DEAD-like helicase (15-214)

llustracion d. Estructura de DCL2.1 de A. tubingensis. Imagen recuperada de funRNA.

>Aspt_dicer-like_2-1_Protein_sequence

MTAAATVLPAGENAPAYRPRSYQVEMFEASLKENIIVTMGTGSGKTHIALLRIMKELESNPHKLIWFLTPTVALCLOQFKEFISDNIP
AVRARTLTSLDKVELWTEQPIWDAILKEMQVVVSTHAVLADAMSHGEVKITQLGLMIFDEAHHCMRRHPANKIMODEYHPALERHGA
EAVPKILGLTASPVVRSNKQELLKIESNLDAVCKTPRTHRSELMTHTHRPYLOQQILFTPVLLDDLOQAGSRTLKALVNAWTSMRLEDD
PYIKKL
-PNLDLT PSDPDRIPISPKFRSLLEFLDAKGEPNFSGLVFAKQRATVSVMEKLLSIHPVTKHRFRCASFVGWSGGGSKDVLGEL
LDARMORDTLSEFRTGOKNLIIATDVLEEGIDISACSVVVCYDKPPNLKSEFVQRRGRARHRKSTYAIMESTDDESSALSKWEDLEQA
MIEAYEDDERRLREAWALEAINEEVVERLEVPSTGAVLTADT

KETDHVNLPALVEVSEQYDPWVDWACSWSSPDVHQTQI
ATIKHNGDSHMCIRLTSPTSLPPIEPMTLFWDSETTYTLAFDKPKRMKGIAADS IENMRLATALYLHAASSRQLRPEQDEFVTLFGPDL
SDLELAEWLKKHAGDEPALEVYSRKDEFPTIMGIVRDRLRYNEPMVEKRWVVSGQDDTPIVELECDAFPKRRNLLHRQTLAAKQLDTE
IPDISSKIRLILAENCTIDKLPYAETIFGREFISVILDRLEATLVATRLCETILRDLEFSSIRHVITAITAPSAQSLTNYQRYEFEGD
SVLKFTVSCQLFFQHPNWHEGY LSEGRDEIVONSRLARAALDAGLDAFIMNKTFTPRKWTAPLISEKISLTPKQRTISTKVLADVVE
ALIGASYIDGGFAAAHACIHRFLPEVNLEHIDRTTTTAPSTPEGTTNHTLNDDHLMTHIGYTFTHKSLLVESLTHPSCQEFDTTTQSY
QRLEFLGDAVLDMAIMSTLLSHPHEIPQGOMTKIKHAVVNANLLAFFCMEFALTEKRSTVQITPSGTASLNPSSVDHKVELWRFMRY
QOGAHLOTARDAALSRHASLRKSITHGLOQHSPSYPWKYLSQLNADKEFFSDIIESILGAIFIDSHGNLAECEKFLERLGLLWYLRRILK
DEVDVMHPRNIAQQOMAKGEIRFEVVRVVNGDGTAGTAGGEDDGATYRCAVTMAGVEGVAVLVEGCLTSEEAEITAAERAVEILVGRG

>Aspt_dicer-like_gene_sequence_2-1

ATGACAGCTGCTGCGACTGTACTTCCCGCCGGCGAGAATGCGCCCGCATACCGCCCGCGCAGCTACCAGGTGGAGATGTTTGAGGCG
AGTTTAAAGGAGAATATCATTGTCACGATGGGAACTGGCAGTGGGAAAACTCACATCGCTTTGCTGCGAATCATGAAGGAGCTGGAG
AGTAATCCGCACAAGTTAATCTGGTTCTTAACACCCACTGTCGCCCTATGTCTGCAACAATTCAAATTCATCTCCGACAATATCCCC
GCCGTCCGGGCCCGGACCCTCACCAGTCTAGACAAGGTCGAGCTCTGGACTGAGCAACCCATCTGGGATGCGATCCTGAAGGAGATG
CAGGTGGTGGTGTCCACGCATGCGGTTCTTGCCGATGCGATGAGCCATGGGTTCGTCAAGATCACCCAGCTGGGTCTGATGATTTTC
GATGAAGCCCATCATTGCATGCGACGCCACCCTGCCAATAAGATCATGCAGGACTTTTATCACCCTGCGCTGGAAAGGCATGGCGCG
GAAGCTGTGCCCAAGATTCTGGGCCTCACGGCTAGTCCCGTGGTGAGATCAAATAAACAGGAGCTACTGAAGATTGAGTCAAATCTT
GATGCCGTGTGCAAGACACCACGGACTCATCGGTCAGAGCTTATGACGCATACCCATCGGCCATATTTGCAGCAGATCTTGTTCACC
CCGGTGCTGCTCGACGATCTGCAGGCTGGAAGCAGGACTTTGAAAGCTCTTGTGAACGCATGGACATCTATGAGACTCGAGGATGAT
CCGTACATCAAGAAATTGAGAA

CCAAATCTCGATCTCACTCCTTCCGACCCGGATAGAATACCTATTTCACCAAAATTCCGATCCCTACTGGAATTC
TTGGATGCAAAGGGAGAGCCCAACTTCTCCGGTCTAGTATTTGCTAAACAGAGGGCTACAGTGAGTGTAATGGAAAAGCTACTGTCT
ATTCATCCTGTAACGAAACATCGTTTTCGATGCGCCTCCTTCGTCGGCTGGTCCGGCGGAGGTAGCAAAGACGTTCTGGGTGAGCTC
CTTGACGCCCGTATGCAGCGCGATACACTGAGCGAGTTCCGGACCGGCCAGAAGAACTTGATTATTGCGACGGATGTGCTGGAGGAG
GGCATTGACATTAGCGCCTGCAGCGTGGTAGTCTGCTATGATAAGCCACCAAACTTGAAATCGTTCGTACAGAGACGAGGTCGTGCG
CGGCACAGGAAATCCACTTATGCCATCATGTTTTCTACAGATGATGAATCTTCTGCACTGAGCAAGTGGGAGGACCTGGAACAGGCC
ATGATTCGAAGCCTACGCAGCGATCGACCAAAGGCCACTCGCGCGAGGCTTGGGCCCTGGAGGCTATCAACGAAGAAGTGGTGGAAAGGCTT
GAGGTGCCATCTACTGGTGCTGTCTTGACGGCAGACACCG

TAAAAGAGACCGATCATGTTAACCTGCCA
GCCCTTGTGGAAGTATCGGAACAGTACGATCCATGGGTCGATTGGGCTTGTTCCTGGTCATCCCCTGATGTCCATCAAACGCAAATT
GCTATAAAGCACAATGGGGACTCTCACATGTGTATCAGGTTGACCAGCCCAACGAGTCTACCACCGATTGAACCGATGACCTTATTC
TGGGACAGCGAGACAACCTATACGTTGGCGTTCGACAAACCGAAGCGAATGAAAGGGATCGCCGCTGACAGCATTGAAAATATGAGA
CTAGCAACCGCGCTATACCTCCACGCTGCAAGCTCTAGACAACTGAGACCCGAACAAGACTTTGTTACTCTGTTTGGGCCCGACCTT
TCCGACCTTGAGTTGGCAGAATGGCTTAAGAAGCACGCTGGAGACGAGCCTGCTCTAGAGGTCTACTCTCGCAAGGACTTTCCTACG
ATAATGGGCATTGTGCGGGACCGCTTACGCTACAATGAGCCCATGGTGTTCAAACGGTGGGTTGTGTCCGGACAAGATGACACACCC
ATAGTCGAGCTCGAATGCGACGCCTTCCCAAAGCGACGAAATCTTTTGCACCGGCAAACATTAGCTGCTAAGCAACTTGATACTGAA
ATCCCTGATATCTCCTCAAAGATCCGTCTTATTCTTGCGGAAAACTGCACCATAGACAAACTTCCCTATGCCGAAACCATCTTCGGC
CGCTTCATATCAGTTATACTGGATAGACTAGAAGCCACATTGGTTGCGACTAGACTATGCGAGACCATCCTCCGCGATCTTGAATTC
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TCCAGCATTCGTCATGTCATCACGGCCATCACCGCGCCCAGCGCGCAATCACTGACCAACTACCAGCGATACGAGTTCTTCGGCGAC
TCGGTCCTCAAATTCACCGTCTCATGCCAACTCTTCTTCCAGCACCCCAACTGGCACGAAGGCTACCTCTCCGAAGGACGAGACGAG
ATCGTCCAAAACTCCCGTCTCGCCCGAGCGGCCCTCGACGCCGGCCTCGACGCCTTCATCATGAACAAGACGTTCACTCCCCGCAAA
TGGACCGCCCCCCTCATCTCCGAAAAGATCAGCCTCACCCCAAAACAACGAACAATATCCACCAAAGTCCTCGCCGACGTAGTCGAA
GCCCTAATCGGAGCCTCCTACATCGACGGCGGCTTCGCCGCCGCCCACGCCTGCATCCACCGCTTCCTCCCCGAAGTGAACCTCGAG
CACATCGACCGCACCACCACCACAGCCCCCTCAACCCCAGAAGGCACCACCAACCACACCCTAAACGACGACCACCTAATGACACALC
ATCGGCTACACCTTCACACACAAATCCCTCCTCGTCGAATCCCTCACCCACCCATCCTGCCAATTCGACACCACCACCCAATCCTAC
CAACGACTCGAATTCCTCGGCGACGCCGTCCTCGACATGGCCATCATGTCGACCCTCCTCTCCCACCCGCACGAAATCCCCCAAGGC
CAAATGACCAAGATAAAGCACGCCGTCGTGAACGCCAACCTCCTCGCCTTCTTCTGCATGGAATTCGCCCTCACTGAAAAACGCTCC
ACCGTACAAATCACCCCCTCGGGAACCGCCTCCCTCAACCCCTCATCCGTCGACCACAAAGTCGAACTCTGGCGCTTCATGCGCTAC
CAAGGCGCCCATCTCCAAACAGCCCGAGACGCAGCCTTATCCCGCCACGCCTCGCTCCGCAAATCCATCATCCACGGCCTGCAACALC
TCCCCGTCATACCCCTGGAAATACCTCTCCCAGCTCAACGCGGATAAATTCTTCTCCGATATCATCGAGAGTATCCTGGGCGCTATA
TTCATCGATTCGCATGGGAATCTGGCCGAGTGTGAGAAGTTTCTGGAACGGTTGGGGCTGTTGTGGTATTTG
AGGAGGATTCTGAAGGATGAGGTGGATGTTATGCATCCGAGGAATATTGCGCAGCAGATGGCGAAGGGGGAGATTAGGTTTGAGGTG
GTGAGGGTGGTGAATGGGGATGGTACTGCTGGTACTGCTGGTGGGGAGGATGATGGGGCGACGTATCGGTGTGCGGTGACGATGGCA
GGCGTGGAGGGCGTGGCTGTTCTTGTGGAGGGGTGTTTGACTAGTGAGGAGGCGGAGATTACGGCGGCGGAGAGGGCTGTGGAGATT
CTTGTGGGGAGGGGGGTGTAG

Lasiodiplodia theobromae

Taxonomia

e Dominio: Eukaryota

e Reino: Fungi

e Filo: Ascomycota

e C(Clase: Dothideomycetes

e Orden: Botryosphaeriales

e Familia: Botryosphaeriaceae

e Género: Lasiodiplodia

e Especie: L. theobromae
DCL1

llustracion e. Estructura de DCL1 de L. theobromae. Imagen elaborada en SnapGene a partir de
informacion en Pfam.

>tr |AOASNS5DT14 |AOASNSDT14 9PEZI Dicer-like protein 1 OS=Lasiodiplodia
theobromae 0X=45133 GN=DCL1l 1 PE=4 SV=1
MVLVCTAEVLAQCLMHSFITMEQINLLIFDEAHHAKKGHSYAKIINDYYVPTDQSKRPRIFGMTASPVDAKVDVAQAASDLEALLHC
RIATTSNLDLLRKTISRPDENVVIYAPLEKPFETPLHIKMKEKFADMEAFRTLFQSSKEASSQLGAWCSDMFWFYALQEEEAKKLES
RREQEYHRNKRFKSISALDEEVARLREAAKMVSSHMFGEPQLNLTCLSSKVLELHSWLEFRYFERPTKARCIVEVERRDTARLLHRVE
SSIGGQHLKSGMIVGSTGKGNDLNITFRDQVMTLLKFKKGELNCLFATSVAEEGLDVPDCNLVVRFDLYKTMI QYVQSRGRARHKNS
RYLHMIEEGNLRHRQLVLEARQAEKLMRQFCEALPEDRLLKGNDADLDDLILDRTDFRTYTEPSTKAKLTYDS
QLPAMRNARLALNC
KKTSAYDMMTKPQLWAATRGTTPEELHITVIELPDGLERPNQPLAILTRTPLPSLPEFPIFLNSGTASMVQLTPLTSVFKCSEFDEVQ
YLTTYTLRVFKDIFNKTYEEDHAKMSYWIAPMKACYQVLDGGFYGLRDI LDWAALEEVQKHVEYHWTAEMSDDFLLDKYLVDKWDGG
RREFFTECLKGDLKPTDPVPEDAVKGKTVEHRKDILNYSISLYKMSRAKADSTWNRDQPVIEARQVLHRRNMLAEPERREGDLRSKVY
LCPEPLRISTLHPAAVATIYIFPAVIHRIDQYLIALEACQLLGLDIRPDLALEAVTKDSDNTEEHGEEVLNFRRGMGNN YERLEFMG
DCFLKMATSIALFGENPDDNEFDFHVKRMCLVCNONLFETAKELQLTKYIRSMAFSRRTWYPDGLKMLEGKGHKRTGEEVIKHGLGD
KTIADVCEALIGAAYLTHDSRDEWKQENWDNAVKAVTNLVASPEHTMKKWSEYFDAYEKPAYLDAEPTAAQMDLVNQAEKEHPYRFR
SAKLLRSAFIHPSYPYTFEKVPSYQRLEFLGDSLIDNACITWLVYNFPDKDPOWLTEHKMAMV SNRFLGAVCVKLGFHKHLKYYHSQ
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LEYQIRDYVTEIREAEHNANGARDEWVSVKPPPKCLPDIVEAYVGALEVDSEYDFAEVOQKFFEMHIKWYFEDITIYDSYANAHPIVR
LHRLFLEVLGCTEHKVMVQELPTITPGAPVRCIAGVMVHNRIIAEGMAS SGKNAKAKAAKFALDDLETMPLFQFKEMYGCDCDEQSD
EEECGDDDDDAGDLVEVGEAEDTHVRIVKRGV

>ENA |KAB2581198 |KAB2581198.1 Lasiodiplodia theobromae Dicer-like protein 1
ATGGTCCTTGTTTGCACCGCTGAAGTCCTCGCCCAGTGCCTCATGCATTCCTTCATCACCATGGAGCAGATCAATCTACTAATCTTC
GACGAAGCTCATCATGCCAAAAAGGGCCACAGCTACGCTAAGATCATCAATGATTATTACGTCCCTACAGATCAGAGCAAACGTCCC
AGAATATTCGGAATGACAGCCTCGCCGGTGGATGCAAAGGTGGACGTTGCTCAAGCCGCTAGTGATCTCGAAGCACTCTTACATTGC
CGCATCGCAACCACCTCAAACCTGGACCTATTGCGCAAGACAATCAGTCGCCCGGACGAGAACGTGGTGATATACGCTCCACTTGAG
AAGCCGTTCGAGACACCGCTGCACATCAAGATGAAAGAGAAGTTTGCCGACATGGAAGCATTCCGCACTCTCTTTCAGTCTTCCAAA
GAGGCAAGCTCTCAGCTCGGTGCATGGTGCTCGGACATGTTCTGGTTTTATGCTCTCCAGGAGGAAGAGGCAAAGAAGCTTGAGAGC
CGTCGAGAACAAGAATATCACCGGAACAAAAGGTTCAAGTCGATATCGGCCCTCGACGAGGAGGTAGCAAGATTGAGAGAAGCTGCA
AAGATGGTTAGCAGTCATATGTTCGGCGAGCCTCAGCTGAACTTGACATGTCTGAGTTCAAAGGTCTTCGCAGCTCGCACACGTTCGCTG
TTCCGGTACTTTGAACGGCCAACGAAAGCARAGGTGCATCGTCTTCGTCGAGCGGCGAGACACTGCTCGTCTGTTGCACCGCGTCTTC
AGCAGCATTGGAGGCCAGCACCTCAAATCCGGCATGATCGTCGGTAGTACGGGCAAAGGGAATGACCTCAACATCACCTTCCGCGAC
CAGGTCATGACTCTCTTAAAATTCAAAAAGGGGGAATTGAACTGCCTGTTTGCAACCTCTGTTGCTGAGGAAGGCCTCGACGTACCC
GACTGCAACCTAGTCGTCAGATTCGACCTTTACAAAACGATGATCCAGTATGTGCAGTCCAGGGGCCGAGCCCGGCACAAGAATTCC
CGATACTTGCACATGATTGAGGAGGGCAATTTACGCCACAGGCAGCTTGTTCTGGAAGCTCGCCAGGCAGAGAAGTTGATGCGGCAG
TTCTGCGAGGCTTTGCCGGAGGATCGCCTCCTGAAAGGAAACGACGCGGATCTGGATGACCTCATTCTCGATCGCACAGACTTTAGA
ACTTACACGGAACCCAGCACCAAGGCGAAGCTCACCTATGATTCC

CAGCTTCCTGCTATGAGAAACGCCCGGCTGGCATTGAATTGC
AAGAAGACTAGTGCGTACGATATGATGACGAAGCCGCAACTGTGGGCAGCTACCCGTGGTACAACTCCGGAAGAACTACATATCACT
GTCATTGAACTTCCAGATGGTCTTGAAAGGCCGAATCAGCCGCTAGCGATACTTACTCGTACACCTCTCCCAAGCCTTCCGGAGTTT
CCAATTTTCCTCAATTCTGGAACCGCGAGTATGGTCCAGCTGACGCCTTTGACGTCTGTCTTCAAATGCAGCTTCGATGAAGTTCAG
TATTTGACTACATACACACTCAGGGTGTTCAAAGACATCTTCAACAAGACATACGAAGAGGACCACGCCAAGATGTCCTATTGGATT
GCCCCGATGAAGGCTTGCTATCAGGTGCTTGATGGTGGATTTTATGGTTTACGAGACATCCTCGATTGGGCAGCTTTGGAGGAGGTC
CAAAAGCACGTTGAGTACCATTGGACGGCGGAGATGTCGGATGATTTTCTTCTGGACAAGTATCTGGTCGACAAGTGGGACGGAGGT
CGGCGCTTTTTTACGGAATGCCTTAAGGGAGATCTGAAGCCGACAGACCCTGTGCCGGAAGACGCTGTCAAAGGAAAGACGGTTGAA
CACAGGAAAGACATCCTGAACTACTCCATTAGTCTGTATAAGATGTCAAGAGCGAAGGCCGACTCAACCTGGAACCGTGATCAGCCG
GTAATCGAAGCAAGGCAGGTGCTCCATCGCCGCAACATGTTGGCGGAACCCGAGAGGCGTGAAGGCGATCTCCGATCAAAGGTGTAC
CTGTGTCCGGAACCTCTGAGGATATCAACGCTTCATCCCGCAGCTGTGGCCACCATCTACATCTTCCCCGCTGTGATCCATCGCATA
GACCAATATCTCATTGCGTTGGAAGCTTGTCAGCTTCTGGGACTGGACATCCGTCCTGACTTGGCGTTGGAGGCGGTGACGAAGGAT
TCGGACAACACCGAGGAACACGGAGAAGAGGTTCTGAACTTCCGCCGCGGTATGGGCAACAACTACGAGCGTCTTGAATTCATGGGA
GATTGTTTTCTCAAGATGGCCACCTCGATTGCCCTCTTCGGAGAGAATCCGGATGACAATGAGTTCGATTTCCATGTCAAGAGGATG
TGCCTGGTGTGCAACCAAAACCTGTTTGAAACTGCAAAAGAGCTGCAGCTCACCAAGTACATCCGCAGCATGGCATTCTCAAGAAGA
ACGTGGTATCCGGATGGCCTAAAGATGTTGGAAGGCAAAGGCCACAAGAGAACTGGAGAAGAAGTGATCAAGCATGGTCTTGGTGAC
AAGACTATTGCCGACGTCTGCGAGGCTCTCATTGGGGCGGCGTATTTGACACACGACAGTCGAGACGAATGGAAGCAAGAAAACTGG
GATAACGCTGTGAAGGCAGTCACCAATCTCGTGGCCAGCCCAGAACACACCATGAAGAAGTGGTCAGAGTATTTTGACGCATACGAG
AAGCCAGCTTATCTCGATGCGGAGCCCACGGCCGCGCAAATGGATTTAGTCAATCAAGCCGAGAAGGAGCACCCATACCGCTTCCGT
TCAGCGAAGCTGTTGAGATCGGCCTTCATACACCCTTCTTATCCCTACACATTCGAGAAAGTACCCTCCTACCAGCGCTTGGAGTTC
CTGGGCGACTCGCTCATTGACAACGCTTGTATTACCTGGCTAGTCTACAACTTTCCGGACAAAGACCCTCAGTGGCTGACGGAGCAC
AAGATGGCCATGGTGTCCAACAGATTTCTCGGCGCCGTCTGCGTGAAGCTCGGATTCCACAAGCACCTCAAGTACTACCACTCACAG
CTCGAATACCAGATCCGCGACTACGTCACCGAAATCCGCGAGGCCGAGCACAACGCCAACGGAGCGCGCGATTTCTGGGTGTCGGTC
AAGCCGCCGCCGAAGTGCCTTCCCGACATAGTCGAGGCATACGTCGGCGCGCTGTTCGTCGACAGCGAATACGACTTCGCCGAGGTC
CAGAAGTTCTTCGAGATGCACATCAAATGGTACTTCGAGGACATCACCATCTACGACTCGTACGCCAACGCGCACCCCATCGTCCGC
CTCCACCGCCTCTTCCTCGAGGTGCTCGGCTGCACCGAGCACAAGGTCATGGTCCAGGAGCTGCCGACTATCACGCCCGGLCGCCCCG
GTCAGGTGCATCGCCGGTGTCATGGTACACAACCGCATTATTGCCGAGGGTATGGCTTCTTCTGGGAAGAACGCCAAGGCCAAGGCT
GCGAAGTTTGCGCTTGACGACCTTGAAACCATGCCGCTGTTCCAGTTCAAAGAGATGTACGGATGTGACTGCGACGAGCAGAGTGAT
GAAGAGGAATGCGGTGATGACGATGACGATGCGGGTGATTTGGTGGAGGTTGGTGAAGCCGAAGATACTCATGTTCGTATTGTGAAG
AGGGGAGTTTGA
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DCL2

llustracion f. Estructura de DCL2 de L. theobromae. Imagen elaborada en SnapGene a partir de
informacion en Pfam.

>tr |AOASNS5D4R5 |AOASNSD4RS 9PEZI Dicer-like protein 2 OS=Lasiodiplodia
theobromae 0X=45133 GN=DCL2 PE=4 SV=1
MESPNGEPTFFCLRSYQAEMVEESLKONIIVAMDTGSGKTHVAISRTAAELESCNPDQLVWEIAPTVTLCHQQFCLFEKHLPAYEIR
FLSGNDNVDRWTDONIWDAVLRNVRIVVSTPAVLLDALTHAFVKLPRLALLIFDEAHMCRGNHPASAIMOREFYHPLLANGDRDSLPK
ILGLTASPVVSANASGLEIIERSLNAIAKTPKIHRTDLLRFTHRPELVQLNYPGQYLDPSAGPPVLAALANVYHAYDILEDPYILSL
RKKASETTDETRDQVLRELEKLLHNRKTYTHEQLKKLYSRALGIYNELGGPPTEFYIRSCIAKFDAFLTNSSHLLLDWSSAEGKHLH
DMLATVAAAPPVSQHTGIHDSLSPKMNTLVDLLLSEWNADFTGI IFVEQRATVAAMDHVLSNHPRLRDLESVGTEVGTSMTVHRKSH
LGIGDLVEIKHQOQTLEEFRAGKKNLIVATAVLEEGIDVSNCHIVICFEPPKNLKSFIQRRGRARKKDSKEFVIMFPDDSTEFVKSPEM
WLDLEEQMKEAYLNDQRVVQAAEQREELEEDGDDTYRCESTGALLTLDN

QFLEFGGESRPALEVYAELQAGLSPTIGLLHPKGVVGAPLMFRRFQIPDISMTEDENLQQEEEATVQVVCSAF
PKRRDFLHYIRDSAQYGMYTKETILPAEGFLMSRLPVAYSMFAAFLPSILHRYELFMIVQELCDTAVRSVGFTNHELVLRAITASST
NENDYQRLEFLGDCILKYSTAVQLMADFLHWPESYLTERKDRIVSNGALAKASRRTGLDKFIITKAFTGSKWRPRYVQODILATSQAA
LOESQTLSTKTLADVVESLIGAAFVEGGIHKAHLCTSTFLTSLEWKSLHHCRTILODHAAEEHASAPVLHLERVEELIGYTFKNKYL
LLEALTHASFTAPREAASSSYQRLEYLGDAVLDYIISGRLYAHRRKPAANANASNDGGSTIPPRGHAADELPHWTMHSIRAALVNAS
FLAFLCMEATIFEPRTDVVFAPSSTTTAAPLPLSTALANEQPYTVPGTPSRKALWHFLRHSSPTLLASATAATARHERYSEDIWRAL
ROHRRYPWRLFAKVGAEKFEFSDIVEAVLGAVEIDSTTNSSLSVGDNEMVDGAEGQEKNGKVVLEEEEELEACERFLEKIGLMDVLDR
FMRDEVDCLHPKTQLGRLAGSDKVVWEWDEGDLDAGEAESPEGGMKGKRFRCRVGLGETWVGDWVDGETRHGAETEAADRAVLTLVA
QGRSWRGMERWEGASGDE IEGGNGDGDEVKSEESEEVDQVVAGAVIGDDSDMDDATPQPSHAT

>ENA|KAB2572547 |[KAB2572547.1 Lasiodiplodia theobromae Dicer-like protein 2
ATGGAGTCGCCGAACGGAGAGCCTACCTTTTTCTGCCTGCGGTCCTACCAGGCTGAAATGGTCGAGGAGAGCTTGAAGCAAAACATC
ATTGTTGCTATGGACACGGGCAGCGGGAAGACCCACGTCGCAATATCCCGTACTGCTGCCGAGCTCGAAAGCTGCAACCCAGACCAG
CTGGTCTGGTTTATTGCGCCTACTGTCACCCTCTGCCACCAGCAGTTCTGTCTCTTTGAGAAGCATCTCCCCGCATATGAGATCCGC
TTTCTCAGCGGCAATGATAACGTCGACCGCTGGACGGATCAGAACATTTGGGATGCCGTTCTCAGAAATGTCCGCATCGTCGTGTCG
ACCCCGGCTGTGCTGCTGGATGCTCTGACCCATGCCTTTGTGAAGCTCCCCCGACTTGCGCTTCTGATATTCGACGAGGCCCACATG
TGTCGAGGCAACCATCCTGCCAGTGCCATCATGCAGAGATTCTACCACCCACTGCTTGCAAATGGCGATCGCGACAGCCTGCCCAAG
ATCCTCGGCTTGACAGCGAGTCCGGTCGTCAGTGCAAACGCAAGCGGCCTGGAGATTATCGAACGCAGCCTCAATGCAATCGCCARAA
ACTCCCAAGATTCATCGAACAGACCTCCTTCGCTTCACACACAGGCCTGAGCTTGTGCAGTTAAATTACCCTGGTCAATATTTAGAC
CCCTCTGCCGGGCCACCAGTCCTTGCTGCTCTGGCTAACGTCTATCACGCGTACGACATCTTGGAGGATCCATACATCCTTAGTCTG
CGTAAAAAAGCATCAGAGACCACGGATGAGACCCGGGACCAAGTCTTAAGAGAGCTGGAGAAGCTGCTACACAATAGAAAGACATAT
ATCCACGAGCAGCTGAAGAAGCTCTACTCGCGAGCGCTCGGTATCTATAATGAGCTTGGTGGACCTCCAACAGAGTTCTACATCCGG
AGTTGCATCGCCAAGTTTGATGCCTTCTTAACCAACTCAAGCCACTTGCTACTTGACTGGTCATCAGCCGAAGGCAAGCATCTCCAC
GACATGCTCGCGACCGTGGCCGCAGCCCCGCCTGTGAGCCAGCATACGGGAATACATGACAGTCTATCACCAAAGATGAATACTCTC
GTCGATCTTCTTCTGTCTGAATGGAATGCTGACTTTACCGGCATCATCTTCGTCGAGCAGCGCGCTACCGTTGCTGCAATGGACCAT
GTTCTGTCGAACCACCCTCGGCTTCGGGACTTGTTCAGTGTCGGCACCTTTGTCGGCACCTCCATGACCGTTCACAGGAAATCCCAT
CTCGGCATCGGCGACCTGGTAGAAATCAAACACCAGCAGCAGACTCTTGAAGAATTCCGCGCTGGCAAGAAAAACCTTATTGTCGCA
ACCGCCGTTCTGGAAGAAGGTATTGATGTATCCAACTGCCATATTGTCATTTGCTTCGAACCCCCCAAGAACCTCAAGTCTTTCATT
CAGCGCCGCGGCCETGCGAGGAAGAAGGACTCAAAGTTTGTCATCATGTTCCCTGACGACTCCACCTTTGTCAAGTCTCCAGAAATG
TGGTTGGACCTGGAAGAGCAAATGAAGGAGGCGTATTTGAATGATCAACGGGTAGTCCAAGCAGCAGAACAACGCGAAGAACTCGAA
GAGGATGGAGACGACACCTACCGCTGCGAATCCACGGGGGCGCTTCTCACGCTCGATAAC

CAGTTTCTAGAGTTTGGCGGTGAAAGCAGACCTGCACTTGAGGTC
TACGCCGAGCTTCAGGCTGGCCTCAGCCCCACGATAGGTCTTCTACATCCGAAAGGAGTTGTAGGCGCCCCTTTGATGTTCCGCCGC
TTCCAAATTCCTGATATCAGCATGACCGAAGACGAGAATCTCCAGCAAGAAGAAGAGGCGACTGTCCAAGTTGTCTGCTCAGCATTT
CCCAAAAGGCGTGACTTCCTGCATTATATCAGAGATTCGGCCCAATATGGCATGTATACGAAGGAAACCATACTACCAGCCGAAGGT
TTCCTCATGAGCAGGCTACCAGTAGCTTATTCCATGTTCGCGGCTTTCCTGCCATCGATTTTGCACCGCTACGAGCTTTTCATGATC
GTTCAAGAGCTTTGCGACACTGCAGTACGCTCCGTTGGTTTTACTAATCATGAACTGGTACTGCGCGCCATCACCGCATCGTCGACG
AACGAAAATGACTACCAGAGACTGGAATTTTTGGGGGATTGCATATTGAAATACAGCACCGCGGTCCAGCTCATGGCAGACTTCCTC
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CACTGGCCCGAGAGCTATCTCACTGAACGTAAAGATCGCATTGTTTCCAACGGTGCACTCGCTAAAGCCTCACGCCGCACCGGCCTC
GACAAATTCATCATCACTAAGGCCTTCACGGGCTCCAAATGGCGGCCACGCTATGTGCAAGATATCCTAGCCACATCTCAAGCTGCT
CTACAAGAGAGTCAAACGCTATCTACCAAGACCCTGGCTGATGTGGTCGAGTCGCTCATCGGTGCCGCCTTCGTTGAGGGCGGCATA
CATAAAGCGCACCTCTGCACATCCACCTTCCTCACCAGCCTCGAATGGAAGTCGCTGCACCACTGCCGCACGATCCTGCAGGACCAL
GCGGCGGAGGAACACGCGTCAGCGCCAGTGCTCCACCTCGAGCGCGTTGAGGAGCTCATCGGATACACGTT CAAGAACAAGTACCTC
CTCCTCGAAGCCCTGACACACGCGTCCTTCACCGCGCCCCGGGAAGCCGCCTCCTCATCCTACCAACGTCTCGAGTATCTCGGCGAC
GCCGTCCTCGACTACATCATCTCCGGCCGGCTGTACGCGCACCGCAGAAAGCCAGCAGCCAACGCCAACGCCAGCAACGACGGLGGT
AGCACGATCCCACCCCGCGGCCACGCCGCCGACGAGCTGCCGCACTGGACGATGCACTCCATCCGGGCCGCCCTCGTCAACGCGTCT
TTCCTCGCCTTCCTCTGCATGGAGGCCACCATCTTCGAGCCGCGAACCGACGTCGTTTTCGCTCCTTCATCCACCACGACAGCCGCT
CCCCTTCCCCTTTCGACAGCACTGGCAAACGAGCAACCATACACCGTCCCCGGCACGCCCTCCCGCAAGGCGCTGTGGCACTTCCTG
CGACACTCGTCGCCGACGCTGCTCGCCTCCGCCACGGCCGCTACCGCCCGGCACGAGCGCTATAGCGAAGACATCTGGCGCGCGCTG
CGGCAGCATCGCCGGTACCCCTGGCGGCTGTTCGCCAAGGTTGGGGCGGAGAAGTTCTTTTCGGACATCGTCGAGGCGGTGCTGGGT
GCTGTCTTTATCGATTCGACGACAAACAGTTCTTTGTCTGTTGGTGATAATGAGATGGTTGACGGGGCAGAGGGACAGGAGAAAAAT
GGAAAGGTTGTGCTGGAGGAAGAGGAGGAACTTGAAGCCTGCGAGCGGTTTCTGGAGAAGATCGGATTGATGGACGTGCTGGATAGG
TTCATGAGGGACGAGGTCGACTGTTTGCACCCAAAGACGCAGCTGGGGCGGTTGGCGGGTAGCGATAAGGTGGTTTGGGAGTGGGAC
GAAGGGGACTTGGACGCTGGCGAGGCGGAGTCGCCGGAGGGAGGAATGAAGGGGAAGAGGTTTAGGTGTAGAGTCGGCCTTGGGGAG
ACATGGGTTGGTGACTGGGTTGACGGGGAGACTAGGCACGGTGCAGAAACGGAGGCGGCGGATCGGGCGGTGTTGACCTTGGTGGCG
CAAGGGCGAAGTTGGAGGGGGATGGAGAGGTGGGAGGGTGCGAGTGGCGACGAGATCGAAGGTGGAAATGGTGATGGAGATGAAGTG
AAGAGCGAAGAGAGTGAAGAAGTCGATCAGGTTGTTGCTGGTGCTGTGATTGGGGACGATTCGGACATGGATGATGCTACTCCTCAG
CCATCTCATGCGATTTAA

Lasiodiplodia pseudotheobromae

Taxonomia
e Dominio: Eukaryota
e Reino: Fungi
e Filo: Ascomycota
e C(Clase: Dothideomycetes
e Orden: Botryosphaeriales
e Familia: Botryosphaeriaceae
e Género: Lasiodiplodia
e Especie: L. pseudotheobromae

Nota: En gris se resaltan las zonas elegidas para el disefio del RNA..

DCL1

llustracion g. Estructura de DCL1 de L. pseudotheobromae. Imagen elaborada en SnapGene a partir de
informacién en Pfam.

>Lpse DCL1 Protein sequence

MVLVCTAEVLAQCLMHSFITMEQINLLIFDEAHHAKKGHSYAKI INDYYVPTDQSKRPRIFGMTASPVDAKVDVAQAASDLEALLHC
RIATTSNLDLLRKTISRPDENVVIYAPLEKPFETPLHIKMKEKFADMEAFRTLFQSSKEASSQLGAWCSDMEWEFYALQEEEAKKLES
RREQEYHRNKRFKTISALDEEVARLREAAKMVSSHMFGEPQLNLTCLSSKVLELHSWLERYFERPTKARCTVEVORRDTARLLHRVE
SSIGGQHLRSGMIVGSTGKGNDLNITFRGQVMTLLKFKKGELNCLFATSVAEEGLDI PDCNLVVRFDLYKTMI QYVQSRGRARHKNS
RYLHMIEEGNLHHRQLVLEARQAEKLMRQFCEALPEDRLLKGNDADLDDLMLDRKDFRTYTEPCTKAKLTYDSSLSVLAHFTAVLPR
QGEVPFDPLYIVSPRSGKFICEVILPENSPLPSATGRLCARKAIAKRSAAFEACIQLREGGYLDENLLPIYTKQLPAMRNARLALNC
KKTSAYDMMTKPQLWAATRGTTPEELRITVIELPDGLERPNQPLAILTRIPLPSLPEFPIFLNSGTASMVQLTPLTSVFKCSFVEVQ
YLTTYTLRAFKDIFNKTYEEDHAKMS YWLAPMKACYQVLDGGFYGLRDILDWAALEEVEKHVE YHWTAEMS DDFLLDKY LVDKWDGG
RRFFTECLKGDLKPTDPVPDDAVKGKTVEHRKDILNYSISLYKASRAKADPTWNRDQPVIEARQVLHRRNMLAEPERREGDLRSKVY
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LCPEPLRISTLRPAAVATIYVFPAVIHRIDQYLIALEACQLLGLAIRPDLALEAVTKDSDNTEEHGEEVMNFRRGMGNNYERLEEFTG
DCFLKMATSISLFGENPDDNEFDFHVKRMCLVCNONLFETAKELQLTKY IRSMAFSRRTWY PDGLKMLEGKGHKRTGEEVIKHGLGD
KTIADVCEAFIGAAYLTHDSRDEWKQENWDNAVKAVTNLVASPEHTMKKWSEYFDAYEKPSYLDAEPTAAQVDLVNQAEKEHPYRER
SAKLLRSAFIHPSYPYTFEKVPSYQRLEFLGDSLIDNACITWLVYTEFPDKDPQWLTEHKMAMV SNKEFLGAVCVKLGEFHKHLKYYHSQ
LEYQIRDYVTEIREAEHNANGARDEWVSVKPPPKCLPDIVEAYVGALEVDSEYNFAEVOKFFEMHIKWYFEDITIYDSYANAHPVIR
LHRLEFSEVLGCTEHKVMVQELPTIVPGAPVRCIAGVMVHNRIIAEGMAS SGKNAKAKAAKFALDDLETMPLFQFKETYGCDCDEQTD
EEGCGDSDDDASDLVEVGEAEDTHARVVKRGV

>RHKG01000374.1:17397-21410 Lasiodiplodia pseudotheobromae strain CBS 116459
NODE 548 length 188289 cov 24.514299, whole genome shotgun sequence
ATGGTCCTTGTCTGCACCGCTGAAGTCCTCGCCCAGTGCCTCATGCATTCCTTCATCACCATGGAGCAGATCAATCTACTAATCTTC
GACGAAGCTCATCATGCCAAAAAGGGCCACAGCTACGCTAAGATCATCAATGATTACTACGTGCCTACAGATCAGAGCAAACGTCCC
AGAATATTCGGAATGACAGCCTCGCCGGTGGATGCAAAGGTGGACGTTGCTCAAGCCGCTAGCGATCTCGAAGCACTATTGCATTGC
CGCATCGCAACCACCTCAAACCTGGACCTACTGCGCAAGACAATCAGCCGCCCGGACGAGAACGTGGTGATATACGCCCCACTTGAG
AAGCCGTTTGAGACACCGCTGCATATCAAGATGAAAGAGAAGTTCGCCGACATGGAAGCATTCCGCACTCTCTTTCAGTCTTCCAAA
GAAGCAAGCTCTCAGCTCGGIGCATGGTGCTCAGACATGTTCTGGTTTTATGCTCTCCAGGAGGAAGAGGCAAAGAAGCTTGAGAGC
CGTCGGGAACAAGAATATCACCGAAACAAAAGGTTCAAGACGATTTCGGCCCTCGACGAGGAGGTAGCAAGATTGAGAGAAGCTGCA
AAGATGGTTAGCAGTCATATGTTCGGCGAACCTCAGCTGAACTTGACATGTCTGAGTTCAAAGGTCTTGGAGCTGCACAGTTGGCTA
TTCCGGTACTTCGAACGGCCAACCAAAGCAAGGTGCATCGTCTTCGTCCAGCGGCGAGACACTGCTCGTCTGTTACACCGCGTCTTC
AGCAGCATTGGAGGCCAGCACCTCAGATCCGGTATGATCGTCGGTAGTACTGGCAAAGGGAATGACCTCAACATCACCTTCCGCGGC
CAGGTCATGACTCTCTTAAAATTCAAAAAGGGGGAATTGAACTGCTTGTTTGCAACCTCTGTTGCTGAGGAAGGCCTCGACATACCC
GACTGCAACCTCGTCGTCCGATTCGACCTTTACAAAACGATGATCCAGTATGTGCAGTCCAGGGGCCGAGCCCGGCACAAGAATTCC
CGATACTTGCACATGATTGAGGAGGGCAATTTACATCACAGGCAGCTTGTTCTGGAAGCCCGCCAGGCAGAGAAGTTGATGCGGCAG
TTCTGTGAGGCTTTGCCGGAGGATCGTCTCCTGAAAGGAAACGACGCGGATCTGGATGACCTCATGCTCGATCGCAAGGACTTCAGA
ACTTACACGGAACCCTGCACCAAGGCGAAGCTCACCTATGATTCCAGCCTCAGCGTCCTTGCTCACTTTACAGCAGTACTCCCCAGG
CAGGGAGAGGTTCCTTTTGATCCTCTCTACATCGTGTCCCCTCGGTCAGGTAAATTCATTTGTGAGGTTATCCTCCCAGAAAATTCA
CCCCTCCCATCAGCAACGGGTCGTCTGTGTGCGCGAAAGGCTATTGCAAAGCGCTCAGCAGCTTTCGAGGCCTGCATTCAACTCCGC
GAAGGCGGGTACCTCGACGAGAATCTCCTGCCGATCTACACAAAGCAGCTTCCTGCTATGAGAAATGCCCGACTGGCGTTGAATTGC
AAGAAGACCAGTGCGTACGATATGATGACGAAGCCGCAACTGTGGGCAGCTACCCGTGGTACAACTCCGGAAGAACTACGTATCACT
GTGATCGAACTTCCAGATGGTCTTGAAAGGCCGAATCAGCCGCTGGCGATACTTACTCGTATACCTCTCCCGAGCCTTCCGGAGTTT
CCAATTTTCCTCAATTCCGGAACCGCGAGTATGGTTCAGCTGACGCCTTTAACGTCCGTCTTCAAATGCAGCTTCGTTGAAGTTCAG
TATTTGACTACATACACACTCAGGGCGTTCAAAGACATCTTCAACAAGACATACGAAGAGGACCACGCCAAGATGTCCTATTGGCTT
GCCCCGATGAAGGCTTGCTATCAGGTACTTGATGGTGGATTTTATGGTTTGCGAGACATTCTCGATTGGGCAGCTTTGGAGGAGGTC
GAAAAGCACGTTGAGTACCATTGGACGGCGGAGATGTCCGATGATTTTCTTCTGGACAAGTATCTGGTCGACAAGTGGGACGGAGGT
CGGCGCTTTTTTACGGAATGCCTTAAGGGAGATCTGAAGCCGACAGACCCTGTGCCGGACGACGCTGTCAAAGGAAAGACAGTTGAA
CACAGGAAAGACATCCTGAACTACTCTATTAGTCTGTACAAGGCATCAAGAGCGAAGGCCGACCCAACCTGGAACCGTGATCAGCCG
GTAATCGAAGCAAGGCAGGTGCTCCATCGTCGCAACATGTTGGCGGAACCCGAGAGGCGTGAAGGTGATCTCCGATCAAAGGTGTAC
CTGTGTCCGGAACCTCTGAGGATATCAACGCTTCGTCCCGCAGCCGTGGCCACCATCTACGTCTTTCCCGCTGTGATCCATCGCATA
GACCAGTATCTCATTGCGCTGGAAGCTTGTCAGCTTCTGGGACTAGCCATTCGTCCTGACTTGGCGTTGGAGGCGGTGACGAAGGAT
TCGGACAATACCGAGGAACACGGAGAAGAGGTTATGAACTTCCGCCGCGGTATGGGCAACAACTACGAGCGTCTTGAGTTCATAGGA
GATTGTTTTCTCAAGATGGCCACCTCGATTTCCCTCTTCGGAGAGAATCCGGATGACAATGAGTTCGATTTCCATGTCAAGAGGATG
TGCCTGGTGTGCAACCAAAACCTGTTTGAAACTGCCAAAGAGCTGCAGCTCACCAAGTACATCCGCAGCATGGCATTCTCAAGAAGA
ACGTGGTATCCGGACGGCCTCAAGATGTTGGAAGGTAAAGGCCACAAGAGGACTGGAGAAGAAGTGATCAAGCATGGTCTTGGTGAC
AAGACCATTGCCGACGTCTGCGAGGCTTTCATTGGGGCCGCGTATTTGACACATGACAGTCGAGACGAATGGAAGCAAGAAAACTGG
GATAACGCCGTCAAGGCAGTCACCAATCTTGTGGCCAGCCCAGAACACACCATGAAGAAGTGGTCAGAGTATTTTGACGCATACGAG
AAGCCTTCTTATCTCGATGCGGAGCCCACGGCTGCACAAGTGGATTTGGTCAATCAAGCCGAGAAGGAGCACCCATACCGCTTCCGT
TCAGCGAAGCTGTTGAGGTCGGCCTTCATACACCCATCCTATCCTTACACGTTTGAGAAAGTGCCTTCGTACCAGCGCTTGGAGTTC
TTGGGCGACTCACTCATTGACAACGCGTGCATTACCTGGCTGGTCTACACCTTCCCGGACAAAGACCCTCAGTGGCTGACGGAGCAC
AAGATGGCCATGGTATCCAACAAATTTCTCGGCGCCGTCTGCGTGAAGCTCGGATTCCACAAGCACCTCAAGTACTACCACTCACAG
CTCGAATACCAGATCCGCGACTACGTCACCGAAATCCGCGAGGCCGAGCACAACGCCAACGGAGCACGCGATTTCTGGGTGTCGGTC
AAGCCGCCGCCGAAGTGCCTTCCCGACATCGTCGAGGCGTACGTCGGCGCGCTGTTCGTCGACAGCGAATACAACTTCGCCGAGGTC
CAGAAGTTCTTCGAGATGCACATCAAATGGTACTTCGAGGACATCACTATCTACGACTCGTACGCCAACGCGCACCCCGTCATCCGL
CTCCACCGCCTCTTCTCCGAGGTGCTCGGCTGCACCGAACATAAGGTCATGGTCCAGGAGCTGCCGACCATCGTGCCTGGCGCCCCG
GTCAGGTGCATCGCCGGCGTCATGGTGCACAACCGCATTATTGCCGAGGGTATGGCTTCTTCGGGGAAGAACGCTAAGGCCAAGGCA
GCGAAGTTTGCGCTTGACGATCTCGAAACCATGCCGCTGTTCCAGTTCAAAGAGACGTACGGATGTGATTGCGACGAGCAGACGGAT
GAAGAGGGATGCGGTGATAGCGATGATGATGCGAGCGATTTGGTGGAGGTTGGTGAAGCCGAAGATACTCATGCTCGTGTTGTGAAG
AGGGGAGTTTGA
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DCL2

llustracion h. Estructura de DCL2 de L. pseudotheobromae. Imagen elaborada en SnapGene a partir de
informacion en Pfam.

>Lpse DCL2 Protein sequence

MESPNGDSTPFCLRSYQAEMVEESLKQNIIVAMDTGSGKTHVCNPDQLVWE IAPTVTLCHQQFCLFEKHLPAYEIRFLSGNDNVDRW
TDONIWDAVLRNVRIVVSTPAVLLDALTHAFVKLPRLALLIFDEAHMCRGNHPASAIMORE YHPLLANGDHDSLPKILGLTASPVVS
ANASGLEIIERSLNAIAKTPKIHRTDLLRFTHRPELVQLNYPGASLDPSTGPPVLATLANVYHAYDILEDPYILSTROKASEITDET
RSOVERELEK NN KT Y THEO KK Y S AT TYNE LGP BTERY TRSCTAKEDAR L TS SHLLLDWS SAEGKHLHDMLATVARAQP
VSQNTGMHDNLS PKMNALVDLLLSEWNTDFTGI I FVEQRATVAAMDHVLSNHPRLRDLF SVGTFVGTSMTVHRKSHLGIGDLVEIKH
OOOTLEEFRAGKKNLIVATAVLEEGIDVSNCHIVICFEPPKNLKSFIQRRGRARKKDSKFVIMFPNDSTFVKS PEMWLDLEEQMKEA
YLNDQRVVQAAEQREELKEDGDDTYRCESTGTKVSISMEPQPVTFVILLPQPMLHVPDFLLHWNENIRY TLSSEPMDAITLSNDEVT
SLQHSTRALLFEIFQTRMIEERYDFPFLIARPGACGKGESQF LEFGGESRPALEVYADMQAGLNPTIGLLHPKGVVGAPLMFRRFQT
SDISMTEDENLQQEEETTVQVVCSAFPKRRDFLHYIRDSAQYGMYTKES ILPAEGFVMSRLPIAYSMFAAFLPSILHRYELFMIVOE
LCDTVLMADFLHWPESYLTERKDRIVSNGALAKASRRTGLDKFI ITKAFTGSKWRPRYVQDILATSSASLQESHTLSTKTLADVVES
LIGAAFVEGGIHKAHLCTSAFLTSLEWKPLHRCRTILQDHAAEEHASAPVLHLERVEELIGYTFKNKYLLLEALTHASFTAPREAAS
SSYQRLEYLGDAVLDY ILSGRLYAHRRKPAANASNSGCTIPPRGHAADELPHWTMHS IRASLVNASFLAFLCMEAATFEPRTDVVEA
PSSTTTTTPLPLSTALANEQPYTVPGTPSRKALWHFLRHSSPTLLASAAAATARHERYSEE IWRALRQDHRYPWRLFAKVGAEKFFS
DIVEAVLGAVEFIDSTTNGSLSPGDDEMVDGAEGYEKNGKLVLEEGEELEACERFLEKIGLTEVLERFMRDEVDCLHPKTQLGRLAGS
DKVVWEWDDKGPDADEAASP

>RHKG01000099.1:339142-341402 Lasiodiplodia pseudotheobromae strain CBS 116459
NODE 109 length 800652 cov 24.983473, whole genome shotgun sequence
ATGGAGTCGCCGAACGGAGACTCTACCCCTTTCTGCCTGCGGTCCTACCAGGCTGARATGGTCGAGGAGAGCTTGAAGCAGAACATC
ATTGTTGCTATGGACACGGGCAGCGGGAAGACCCACGTCTGCAACCCAGACCAGCTGGTCTGGTTTATTGCGCCTACTGTCACCCTC
TGCCATCAGCAGTTCTGTCTCTTTGAGAAGCATCTCCCCGCATATGAGATCCGCTTTCTCAGCGGCAATGATAACGTCGACCGCTGG
ACTGATCAGAACATTTGGGATGCCGTTCTCAGAAATGTTCGCATTGTCGTGTCGACCCCGGCTGTGCTGCTGGATGCTCTGACCCAT
GCCTTTGTGAAGCTCCCCCGACTTGCGCTTCTGATATTCGATGAGGCCCACATGTGTCGAGGCAACCATCCTGCTAGCGCCATCATG
CAGAGATTTTACCACCCACTGCTTGCAAATGGCGACCACGACAGCCTGCCCAAGATCCTCGGCTTGACAGCGAGTCCGGTCGTCAGT
GCAAACGCAAGCGGCCTGGAGATTATCGAACGCAGCCTTAATGCAATCGCCAAAACTCCCAAGATCCATAGAACAGACCTCCTTCGC
TTCACACACAGGCCTGAGCTTGTGCAGTTAAATTACCCTGGCGCATCTTTAGACCCCTCTACCGGGCCACCAGTCCTTGCTACTCTA
GCT

TTAACC
AACTCAAGCCACTTGCTACTTGACTGGTCATCAGCCGAAGGCAAGCATCTCCACGACATGCTCGCGACCGTGGCCGCAGCCCAGCCT
GTGAGCCAGAATACGGGAATGCATGACAATCTATCGCCAAAGATGAATGCTCTCCTCCATCTTCTTCTCTCTCAATCGCGAATACTGAT
TTTACCGGCATCATCTTCGTCGAGCAGCGCGCTACCGTTGCTGCAATGGACCATGTTCTCTCGAACCACCCTCGGCTTCGGGACTTG
TTCAGTGTCGGCACCTTTGTCGGCACCTCCATGACCGTTCACCGGAAATCCCATCTCGGCATCGGCGACCTGGTAGAAATCAAACAC
CAGCAGCAGACTCTGGAAGAATTCCGCGCTGGCAAGAAAAACCTTATTGTCGCCACCGCCGTTCTGGAAGAAGGTATTGATGTATCC
AACTGCCATATTGTCATCTGCTTTGAACCCCCAAAGAACCTCAAGTCTTTCATTCAGCGCCGCGGCCGTGCAAGGAAGAAGGACTCA
AAGTTTGTCATCATGTTCCCTAACGACTCCACCTTTGTCAAGTCTCCAGAAATGTGGCTGGACCTGGAAGAACAAATGAAGGAGGCG
TATTTGAATGATCAACGGGTAGTCCAAGCAGCAGAACAACGCGAAGAACTCAAAGAGGATGGGGACGACACCTACCGCTGCGAATCC
ACGGGGACGAAGGTGTCGATATCCATGGAACCACAACCAGTCACATTTGTCATCCTTCTGCCCCAGCCGATGCTGCATGTCCCTGAC
TTCCTACTTCATTGGAACGAGAATATTCGTTACACGCTAAGCAGCGAACCAATGGATGCCATAACTCTCAGCAACGACGAAGTGACA
TCACTCCAACATTCAACGCGGGCTCTTCTATTCGAGATCTTCCAGACACGTATGATCGAAGAAAGATACGATTTCCCTTTCTTAATT
GCTCGACCGGGTGCCTGTGGCAAAGGCGAAAGCCAGTTTCTAGAGTTCGGCGGTGAAAGCAGACCTGCACTTGAGGTCTACGCCGAT
ATGCAGGCTGGCCTCAACCCCACGATAGGTCTTCTACACCCGAAAGGAGTTGTAGGCGCCCCTTTGATGTTCCGCCGCTTCCAAACT
TCTGATATCAGCATGACCGAAGACGAGAATCTCCAGCAAGAAGAAGAGACGACTGTCCAAGTTGTCTGCTCAGCGTTTCCCAAAAGG
CGTGACTTCCTGCATTATATTAGAGATTCGGCCCAATATGGCATGTACACGAAGGAAAGCATACTACCAGCCGAAGGCTTCGTTATG
AGCAGGCTACCCATAGCTTATTCGATGTTCGCGGCTTTCCTACCATCGATTTTGCACCGCTACGAGCTT TTCATGATCGTCCAAGAG
CTTTGCGATACTGTACTCATGGCAGACTTCCTCCACTGGCCCGAGAGCTATCTCACTGAACGTAAAGATCGAATTGTTTCCAACGGT
GCACTTGCTAAAGCCTCACGCCGCACCGGCCTCGACAAATTCATCATCACTAAGGCCTTCACAGGCTCCAAATGGCGGCCACGCTAT
GTGCAAGATATCCTAGCCACATCTTCAGCTTCTCTCCAAGAGAGTCATACACTATCTACCAAGACACTAGCTGATGTGGTCGAGTCG

91



CTTATCGGTGCCGCCTTTGTGGAGGGCGGCATACACAAAGCGCACCTCTGCACATCGGCCTTCCTCACCAGCCTCGAATGGAAGCCA
CTACACCGCTGCCGCACCATCCTGCAGGACCACGCGGCGGAGGAACACGCATCAGCGCCAGTGCTCCACCTCGAGCGCGTCGAGGAG
CTCATCGGATACACGTTCAAGAACAAGTATCTCCTCCTCGAAGCCCTGACACACGCGTCGTTCACCGCGCCTCGGGAAGCCGCCTCC
TCGTCCTACCAACGCCTCGAGTATCTCGGCGACGCCGTCCTCGACTACATCCTCTCCGGCCGGCTGTACGCGCACCGCAGAAAACCA
GCCGCCAACGCCAGCAACAGCGGCTGCACAATCCCACCCCGCGGCCACGCCGCCGACGAGCTGCCGCACTGGACGATGCACTCCATC
CGGGCCTCCCTCGTCAACGCGTCTTTCCTCGCCTTCCTCTGCATGGAGGCCGCCATCTTCGAGCCACGCACTGACGTCGTTTTCGCT
CCTTCATCCACCACGACAACCACTCCCCTCCCCCTTTCGACAGCACTAGCAAACGAGCAACCGTACACCGTCCCCGGCACTCCTTCC
CGCAAGGCTCTGTGGCACTTCCTGCGACACTCATCGCCGACGCTGCTCGCCTCTGCCGCGGCCGCCACCGCCCGGCACGAGCGGTAC
AGCGAAGAGATCTGGCGCGCGCTGCGGCAGGATCATCGGTACCCGTGGCGGCTATTCGCCAAGGTTGGTGCGGAGAAGTTCTTTTCG
GACATCGTCGAGGCGGTGCTGGGTGCTGTCTTTATCGATTCGACGACAAACGGTTCTTTGTCTCCTGGTGATGATGAGATGGTTGAC
GGGGCAGAGGGATACGAGAAAAATGGAAAGTTGGTGCTAGAGGAGGGAGAGGAGCTTGAAGCTTGCGAGCGGTTTCTAGAGAAAATT
GGGCTGACGGAGGTGCTGGAGAGGTTCATGAGGGACGAGGTCGACTGCTTGCACCCGAAGACGCAGCTGGGGCGGTTGGCGGGTAGC
GATAAGGTGGTTTGGGAGTGGGATGACAAGGGCCCGGATGCAGACGAGGCGGCGTCACCG

Relacionados con Anthracocystis cenchri

Anthracocystis cenchri
Taxonomia

e Dominio: Eukaryota

e Reino: Fungi

e Filo: Basidiomycota

e C(lase: Ustilaginomycetes

e Orden: Ustilaginales

e Familia: Ustilaginaceae

e Género: Anthracocystis

e Especie: A. cenchri
Las regiones resaltadas en amarillo corresponden a las zonas de mayor similitud entre todas las
secuencias.

Anthracocystis flocculosa PF-1

Taxonomia
e Dominio: Eukaryota
e Reino: Fungi
e Filo: Basidiomycota
e C(lase: Ustilaginomycetes
e Orden: Ustilaginales
e Familia: Ustilaginaceae
e Género: Anthracocystis
e Especie: A. flocculosa
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DCL1

llustracion i. Estructura de DCL1 de A. flocculosa. Imagen elaborada en SnapGene a partir de
informacion en Pfam.

>tr |AOAQO61HSE2 |AOAO61HSE2 9BASI Uncharacterized protein OS=Anthracocystis
flocculosa PF-1 0X=1277687 GN=PFL1 04802 PE=3 SV=1
MLKRPWQAARQALDALPIDAQEDDQDALRQQRLKRLKKLAARVVARTAVPPPATKHHKSIDDVEVRSYQOSKLFEQAKTRNLIVCLPT
GSGKTLVSVLLLQHMRRLEPVSTRGTDPSPGMADQQGDDLRSGHRLHLSAANT PHSSAGKTASRQGRVS FFLVNLVPLVHQQANVIA
SFSDLRVGKVYGELKDEILDSKLRLDTWRKPEWDALLDAHDVVVATAQCLLGALVHAYVRIDDIDLLVFDEAHHATKSHPYARIMLY
YRLAAEGORPKILGMTASPVEFSLGDYGEASKLLEQTLDAEIVTAPDKSQVDLONVVNRPVELVAEYDAVDPAGIEPTALSRLMHERC
ADVSDDFAKTVWPKIEYSLIQHGQLMTDLVWHGSTQEYFTRAQRWQENARKHSARRTLLDDAWTSTAAPQDIFGQKISSSQLSADAE
LNRAMMAVLGEQPPPPSTFDVGPHNCSPKVLRLIETILKCFGCSPSSRAAFCGT TFVORROTAAALAELLRRVPELDY LKPEWLTGHD
TAAGLAMDWHDQVEVLDRFRRRAPTNLLIATSVAEEGLDIQAANVVVRFDLFDRHSGEFLOSRGRARSQDSRFVVMAERNNLAHYRVI
ASATLTEMGRRDWLAKLAEKTGATARPEVEEDELGYEYFLAEPLTGARLYPQD

PYRLRWDPAASDSNGAIYAAPAPLRSPTRL
LHFRVRDEFQGWNTLPGLGQALGSDGSLRAFATLVPLERLSRDGDDDDEDEDEDDGGKIRHRSLELVTAQPLPPTALLOLYGDRGLS
SLGEVGPAQPVVLSAERFDAAQRFTETLLGWITHRQQIHDLQAPFLVLPAEAETSGTGSTPLVDWSAVEAVASGALRNAGDVPLDDT
FDAMIIDRADLVAPGSFYAVGVRRDLTPFSRPPPGSKESEWDSTSYFDHYCKSKARYSGADVARPPADQPLLSVRKLDKWRNQLVPR
PTSTKPGTAAAAAMVGIPSAVASKRQRRTLPRMLIPFYAHVHPLPLSVARSGLLLPSVFYRYDDLLLSQGCSRALLSDRLPGDLVLT
ALTPPARNAGFDYERLEFYGDTVLKLLAACQVFTTRLSETEGELHVASKEI LVNQVLEVHAMRLKLWKWVRESDKWMKKKT FWFDGW
TEGARAAATAAATAATRAQAEGGPADAAAGSNDDDGQDNEGDDDDVAKEGRGEVEERQHLASTANAVPEVPPTTPPTTPTPTIRTRP
TTXXXXXXXPGIRTANAGAGGPADNAADDAGLPTIRTTPDDADLTLAQRLVDVDAAVPVAARDVVPCKALSDMVEALLGASLVHSGI
AGVLQTAVSIGILPDDIAGPSSFHGQLTALSPPPDPSWRSRVDTSALSHLERVEDYTFAAPHLALEAFTHPSLLASVLPSYQRLEYL
GDAFLDYCVILKIRRLYPHLDEGEATALKSNMVSNATLSALCEVLDLTSFIASHSAPLKEAVSTYTDAVRQLRRAEEDRAELGRGGG
GNGGGEPRQYWWTTRNPKAVADVVESSLGAVLVDARFDFDRAERVFEHVYWPFLRRWCTPELAVVPNIKVLTSLLTGKRKCSGWGLA
IQFAYSVGPGQEGLRYLSDAGRGNGGGSGGDSGGNSGGNSGDDGDSDGSDRAARMAEMGAEAVRCRIYSHGVLLAETTERIRSHVQR
QALIQAKRTMAYPQRSAVAASIAARDSLDAENGGYGGHDDKGDASDAEEQESERCVVGQVSLPTFRAVIKAMRWMRPFDASTSEFPET
AARTPPKMVDVVRCSCKKGRRQH

>ENA|EPQ27664 |EPQ27664.1 Anthracocystis flocculosa PF-1 hypothetical protein

ATGCTCAAGCGACCCTGGCAAGCAGCCAGGCAGGCCCTCGACGCGCTCCCCATCGATGCACAAGAAGACGATCAAGACGCCCTGCGG
CAGCAGCGGCTCAAGCGCCTCAAAAAGCTCGCCGCAAGGGTCGTGGCACGCACTGCCGTACCCCCGCCAGCGACCAAGCACCACAAG
TCCATCGACGACGTAGAGGTGCGATCGTATCAGAGCAAGCTCTTCGAACAGGCAAAGACCAGGAACCTCATCGTATGCCTCCCCACC
GGCAGCGGCAAGACGCTCGTGTCTGTCCTGCTTCTACAACACATGAGGCGACTCGAGCCCGTCTCCACCCGCGGCACCGACCCGAGC
CCTGGCATGGCCGACCAGCAGGGCGACGACCTTCGAAGCGGTCACCGACTGCACCTCAGCGCCGCCAACATCCCGCATTCGAGCG L
GGCAAGACCGCATCGAGGCAGGGCAGGGTCAGCTTCTTCCTCGTCAACCTCGTGCCCCTGGTCCACCAGCAGGCCAACGTCATCGCC
AGCTTCTCCGACCTCCGCGTTGGCAAGGTCTACGGCGAGCTCAAGGACGAGATCCTCGACAGCAAGCTGCGCCTCGACALCCTGGLCGC
AAGCCCGAGTGGGACGCGCTGCTCGACGCCCACGATGTCGTGGTCGCCACCGCCCAATGCCTCCTCGGAGCCTTGGTGCACGCCTAC
GTCCGCATCGACGACATCGACCTGCTCGTCTTCGACGAGGCCCATCATGCCATCAAGAGCCACCCCTACGCCCGCATCATGCTCTAC
TATCGCCTGGCCGCAGAGGGCCAGCGGCCCAAGATCCTCGGCATGACGGCCAGCCCGGTCTTCTCGCTGGGCGACTACGGCGAGGCC
AGCAAGCTGCTCGAGCAGACGCTCGACGCCGAGATCGTCACCGCGCCCGACAAGAGCCAGGTCGACCTCCAGAATGTCGTCAATCGG
CCCGTCGAGCTCGTCGCCGAGTACGACGCCGTCGATCCCGCCGGCATCGAGCCGACCGCGCTGTCCAGGCTGATGCACGAGCGCTGL
GCCGACGTCTCCGACGACTTTGCCAAGACGGTGTGGCCCAAGATCGAGTACAGCCTGATCCAGCACGGGCAGCTCATGACGGACCTC
GTCTGGCACGGCTCGACACAGGAGTATTTCACGCGCGCACAGCGCTGGCAGGAAAACGCGCGCAAGCACAGCGCCAGGCGCALCGLTC
CTCGACGACGCGTGGACGTCGACGGCGGCGCCGCAGGACATCTTCGGGCAGAAGATCTCGTCATCGCAGCTGTCCGCCGACGCCGAG
CTCAACCGCGCCATGATGGCCGTCCTCGGCGAGCAGCCGCCGCCACCTTCCACCTTTGACGTGGGCCCGCACAACTGCAGCCCCAAG
GTCCTCCGCCTCATCGAGATCCTCAAGTGCTTTGGCTGCAGCCCCTCTTCCCGCGCCGCCTTCTGCGGCATCATCTTTGTCCAGCGC
CGCCAGACGGCCGCCGCGCTCGCAGAGCTGCTCCGCCGCGTCCCGGAGCTCGACTACCTCAAGCCCGAGTGGCTCATCGGTCACGAC
ACGGCCGCCGGCCTCGCCATGGACTGGCACGACCAGGTCGAGGTGCTCGACCGCTTCCGCCGCCGGGCACCGACCAACCTTCTGATC
GCCACGTCGGTGGCCGAGGAGGGGCTCGACATCCAGGCTGCCAATGTCGTGGTCCGCTTCGACCTCTTCGATCGCCACAGCGGCTITC
CTCCAGTCCCEEEEECEAGCGCGETCCCAGGACAGTCGCTTCGTCGTCATGGCCGAGCGCAACAACCTCGCCCACTACCGCGTCATC
GCCTCGGCCACCCTCACCGAGATGGGACGGCGCGACTGGCTGGCCAAGCTGGCCGAGAAGACCGGCGCGALCGGLCCCGGLCLCGAGGTC
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GAGGAGGACGAGCTCGGATACGAATACTTCCTCGCCGAGCCCCTCACCGGCGCCAGACTTTACCCGCAGGAC

CCG
TACCGTCTACGCTGGGATCCGGCCGCCAGCGACAGCAACGGAGCCATCTACGCGGCCCCCGCACCGTTGCGCAGTCCCACCCGGLTC
CTGCACTTCCGGGTCCGCGACGAGTTCCAGGGTTGGAACACGCTGCCTGGCCTCGGCCAAGCGTTGGGCTCGGATGGGTCCCTGCGG
GCGTTTGCGACGTTGGTGCCGCTGGAACGCCTCAGCCGCGACGGCGACGACGACGACGAAGACGAAGACGAAGACGACGGTGGCAAG
ATCCGGCACCGCTCCTTGTTCCTCGTCACGGCACAGCCTCTGCCGCCCACGGCGCTGCTGCAGCTGTACGGCGATCGGGGACTCTCC
AGCCTCGGCGAAGTGGGACCGGCGCAGCCCGTCGTGCTGAGCGCCGAGCGCTTCGACGCGGCCCAGCGCTTCACCGAGACGCTCCTG
GGCTGGATCACGCACAGGCAGCAGATCCACGACTTGCAGGCCCCCTTCCTCGTCCTGCCCGCCGAAGCCGAAACCTCGGGCALCCGGA
TCGACGCCGTTGGTCGACTGGTCGGCCGTCGAGGCCGTCGCCTCGGGCGCGCTCCGCAACGCCGGCGACGTGCCGCTCGACGACATC
TTCGACGCCATGATCATCGACCGCGCCGACCTCGTCGCGCCCGGCTCGTTCTACGCCGTCGGGGTGCGGCGCGACCTCACGCCCTTT
TCGCGCCCGCCGCCGGGCTCAAAGGAGTCCGAGTGGGACAGCACCAGCTACTTTGACCACTACTGCAAATCCAAGGCGAGGTACAGC
GGCGCCGACGTGGCTCGTCCGCCCGCGGATCAGCCGCTGCTGTCGGTCAGGAAGCTGGACAAGTGGCGCAACCAGCTCGTGCCCCGG
CCCACCTCGACCAAACCCGGGACGGCGGCCGCCGCCGCCATGGTCGGCATACCGTCGGCCGTCGCGAGCAAGAGGCAGAGGCGGACG
CTGCCGCGGATGCTCATCCCATTCTACGCCCACGTCCACCCGCTGCCGCTCTCGGTGGCGCGCAGCGGCCTGCTGCTCCCCTCGGTC
TTCTACCGCTACGACGACCTGCTCCTCTCGCAGGGGTGCAGCCGCGCCCTCCTGTCGGACCGTCTGCCGGGCGACCTGGTCCTGACG
GCGCTGACGCCGCCCGCGCGCAACGCCGGCTTCGACTACGAGCGGCTCGAGTTCTACGGCGACACGGTGCTCAAGCTGCTGGLCGLC
TGCCAGGTCTTTACCACGCGCCTCAGCGAGACCGAGGGCGAGCTGCACGTGGCGAGCAAGGAGATCCTCGTCAACCAGGTCCTCGAG
GTCCACGCCATGAGGCTCAAGCTCTGGAAGTGGGTGCGCTTCAGCGACAAGTGGATGAAAAAGAAGACCTTCTGGTTCGACGGCTGG
ACCGAGGGCGCACGAGCAGCGGCGACAGCGGCGGCGACGGCAGCGACCCGGGCTCAAGCCGAAGGGGGACCGGCAGACGCAGLGGLL
GGCAGCAACGACGACGACGGCCAGGACAACGAAGGCGACGACGACGACGTGGCGAAAGAGGGTCGTGGCGAGGTCGAGGAGCGGCAG
CACCTGGCATCGACCGCCAACGCCGTGCCGGAGGTCCCGCCGACAACGCCGCCGACGACGCCGACTCCGACGATCCGGACACGCCCG
ACGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCACCTGGCATCCGGACCGCCAACGCCGGTGCCGGAGGTCCCGCCGACAACGCCGCCGACGAC
GCCGGACTTCCGACGATCCGGACTACGCCCGACGACGCCGACCTGACGCTGGCCCAGCGCCTCGTTGACGTCGACGCTGCCGTGCCC
GTCGCGGCGCGGGACGTGGTGCCCTGCAAGGCGCTGTCCGACATGGTCGAGGCGCTGCTCGGCGCTTCGCTCGTCCACTCGGGCATC
GCCGGCGTGCTGCAGACGGCCGTCTCGATCGGCATCCTGCCCGACGATATCGCCGGCCCGTCGTCGTTCCACGGGCAGCTGACGGCC
CTCTCGCCGCCGCCGGACCCGAGCTGGCGCTCGCGCGTCGACACGTCGGCGCTGTCGCACCTCGAACGGGTGTTCGACTACACGTTT
GCCGCGCCGCACCTCGCCCTCGAGGCCTTCACTCACCCGTCGCTGCTCGCCTCGGTGTTGCCCTCGTACCAGCGCCTCGAGTACCTG
GGAGACGCCTTCCTCGACTACTGCGTCATCCTCAAGATCCGCCGCCTCTACCCGCATCTCGACGAGGGCGAGGCGACGGCGCTCAAG
AGCAACATGGTCTCGAACGCCACGCTCTCGGCGCTGTGCGAGGTGCTCGACCTGACCAGCTTCATCGCCAGCCACTCGGCGCCGCTC
AAGGAGGCCGTCTCGACCTACACCGACGCCGTCCGCCAGCTGCGGCGCGCCGAAGAGGACAGGGCCGAGCTCGGTCGCGGLCGGLGGL
GGCAACGGCGGTGGCGAGCCGAGGCAGTACTGGTGGACGACGCGCAACCCGAAAGCCGTCGCCGACGTCGTCGAGTCGAGCCTCGGL
GCCGTGCTGGTCGATGCCCGCTTCGACTTTGACCGGGCCGAGCGCGTCTTTGAGCACGTCTACTGGCCTTTCCTGCGCCGGTGGTGC
ACGCCCGAGCTGGCCGTCGTACCCAACATCAAGGTGCTGACCAGCCTGCTGACGGGCAAGCGAAAGTGCTCCGGCTGGGGGCTGGCC
ATCCAGTTTGCCTACAGCGTCGGGCCGGGCCAAGAAGGACTGCGGTACCTGTCGGACGCTGGCCGCGGCAACGGTGGCGGCAGCGGT
GGCGACAGCGGCGGCAACAGCGGTGGCAACAGCGGCGACGACGGCGACAGCGATGGCAGCGACCGGGCCGCACGGATGGCCGAGATG
GGCGCGGAAGCGGTGCGATGCCGCATCTACTCGCACGGCGTGCTCCTGGCCGAGACGACCGAGAGGATCCGCTCCCATGTCCAGCGA
CAGGCGCTGATCCAGGCCAAGAGGACGATGGCCTACCCGCAGCGCTCTGCCGTGGCCGCGTCCATCGCCGCCCGGGACAGCCTCGAT
GCCGAGAACGGCGGCTACGGCGGCCACGACGACAAGGGCGACGCGAGCGACGCCGAAGAGCAGGAGTCGGAGCGCTGCGTCGTCGGG
CAGGTCTCGCTGCCCACGTTCCGCGCAGTGATCAAGGCGATGCGCTGGATGCGGCCGTTCGATGCGTCGACGTCGTTCCCGGAGATC
GCGGCCAGGACGCCGCCCAAGATGGTCGACGTCGTACGCTGCAGCTGCAAGAAGGGCCGCCGCCAGCACTGA

DCL2

llustracion j. Estructura de DCL2 de A. flocculosa. Imagen elaborada en SnapGene a partir de
informaciéon en Pfam.

>tr |AOASC3F3W8 |AOASC3F3W8 9BASI Uncharacterized protein OS=Anthracocystis
flocculosa 0X=84751 GN=PSFLO 04682 PE=3 SV=1
MPTSPASCPSLIDPRPRSNSLAKVGSLSPGSIPPRSPKEDRAQHALDGPNDVHEQHQGTPDMLKRPWQAARQALDALPIDAQEDDQD
ALRQQORLKRLKKLAARVVARTAVPPPATKHHKSIDDVEVRSYQSKLFEQAKTRNLIVCLPTGSGKTLVSVLLLOHMRRLEPVSTRGT
DPSPGMADQQGDDLRSGHRLHLSAANTIPHSSAGKTASRQGRVSFFLVNLVPLVHQQANVIASFSDLRVGKVYGELKDEI LDSKLRLD
TWRKPEWDALLDAHDVVVATAQCLLGALVHAYVRIDDIDLLVFDEAHHATKSHPYARIMLYYRLAAEGQRPKI LGMTASPVFSLGDY
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GEASKLLEQTLDAEIVTAPDKSQVDLONVVNRPVELVAEYDAVDPAGIEPTALSRLMHERCADVSDDFAKTVWPKIEYSLIQHGQLM
TDLVWHGSTQEYFTRAQRWOENARKHSARRTLLDDAWTSTAAPQDIFGOKISSSQLSADAELNRAMMAVLGEQPPPPSTEFDVGPHNC
SPKVLRLIEILKCFGCSPSSRAAFCGIIFVQRRQTAAALAELLRRVPELDYLKPEWLIGHDTAAGLAMDWHDQVEVLDRFRRRAPTN
LLIATSVAEEGLDIOAANVVVREDLEDRHSGEFLOSRGRARSODSREVVMAERNNLAHYRVIASATLTEMGRRDWLAKLAEKTGATAR
PEVEEDELGYEYFLAEPLTGARLYPQD

YRLRWDPAASDSNGAIYAAPAPLRSPTRLLHFRVRDEFQGWNTLPGLGQALGSDG
SLRAFATLVPLERLSRDGDDDDEDEDEDDGGKIRHRSLFLVTAQPLPPTALLQLYGDRGLSSLGEVGPAQPVVLSAERFDAAQRETE
TLLGWITHRQQIHDLOQAPFLVLPAEAETSGTGSTPLVDWSAVEAVASGALRNAGDVPLDDIFDAMIIDRADLVAPGSEFYAVGVRRDL
TPFSRPPPGSKESEWDSTSYFDHYCKSKARYSGADVARPPADQPLLSVRKLDKWRNQLVPRPTSTKPGTAAAAAMVGIPSAVASKRQ
RRTLPRMLIPFYAHVHPLPLSVARSGLLLPSVFYRYDDLLLSQGCSRALLSDRLPGDLVLTALTPPARNAGFDYERLEFYGDTVLKL
LAACQVFTTRLSETEGELHVASKEILVNQVLEVHAMRLKLWKWVRESDKWMKKKTEFWEDGWTEGARAAATAAATAATRAQAEGGPAD
AAAGSNDDDGQDNEGDDDDVAKEGRGEVEERQHLASTANAGAGGPADNAADDADSDDPDTPDDADLTLAQRLVDVDAAVPVAARDVV
PCKALSDMVEALLGASLVHSGIAGVLQTAVSIGILPDDIAGPSSFHGQLTALSPPPDPSWRSRVDTSALSHLERVEDYTFAAPHLAL
EAFTHPSLLASVLPSYQRLEYLGDAFLDYCVILKIRRLYPHLDEGEATALKSNMVSNATLSALCEVLDLTSFIASHSAPLKEAVSTY
TDAVRQLRRAEEDRAELGRGGGGNGGGEPRQYWWTTRNPKAVADVVESSLGAVLVDARFDFDRAERVFEHVYWPFLRRWCTPELAVV
PNIKVLTSLLTGKRKCSGWGLAIQFAYSVGPGQEGLRYLSDAGRGNGGGSGGDSGGNSGGNSGDDGDSDGSDRAARMAEMGAEAVRC
RIYSHGVLLAETTERIRSHVQROQALIQAKRTMAYPQRSAVAASIAARDSLDAENGGYGGHDDKGDASDAEEQESERCVVGQVSLPTE
RAVIKAMRWMRPFDASTSFPEIAARTPPKMVDVVRCSCKKGRRQH

>ENA | SP0O39203|SP039203.1 Anthracocystis flocculosa uncharacterized protein
ATGCCGACATCACCAGCGTCTTGCCCGTCTCTTATCGACCCTCGTCCTCGGTCCAATTCCTTGGCCAAGGTCGGGTCCCTTTCGCCC
GGCAGCATACCTCCTAGAAGCCCCAAAGAGGACCGCGCCCAGCACGCCCTTGACGGTCCCAACGACGTCCACGAACAGCACCAGGGL
ACGCCCGACATGCTCAAGCGACCCTGGCAAGCAGCCAGGCAGGCCCTCGACGCGCTCCCCATCGATGCACAAGAAGACGATCAAGAC
GCCCTGCGGCAGCAGCGGCTCAAGCGCCTCAAAAAGCTCGCCGCAAGGGTCGTGGCACGCACTGCCGTACCCCCGCCAGCGACCAAG
CACCACAAGTCCATCGACGACGTAGAGGTGCGATCGTATCAGAGCAAGCTCTTCGAACAGGCAAAGACCAGGAACCTCATCGTATGC
CTCCCCACCGGCAGCGGCAAGACGCTCGTGTCTGTCCTGCTTCTACAACACATGAGGCGACTCGAGCCCGTCTCCACCCGCGGCACT
GACCCGAGCCCTGGCATGGCCGACCAGCAGGGCGACGACCTTCGAAGCGGTCACCGACTGCACCTCAGCGCCGCCAACATCCCGCAT
TCGAGCGCCGGCAAGACCGCATCGAGGCAGGGCAGGGTCAGCTTCTTCCTCGTCAACCTCGTGCCCCTGGTCCACCAGCAGGCCAAC
GTCATCGCCAGCTTCTCCGACCTCCGCGTTGGCAAGGTCTACGGCGAGCTCAAGGACGAGATCCTCGACAGCAAGCTGCGCCTCGAL
ACCTGGCGCAAGCCCGAGTGGGACGCGCTGCTCGACGCCCACGATGTCGTGGTCGCCACCGCCCAATGCCTCCTCGGAGCCTTGGTG
CACGCCTACGTCCGCATCGACGACATCGACCTGCTCGTCTTCGACGAGGCCCATCATGCCATCAAGAGCCACCCCTACGCCCGCATC
ATGCTCTACTATCGCCTGGCCGCAGAGGGCCAGCGGCCCAAGATCCTCGGCATGACGGCCAGCCCGGTCTTCTCGCTGGGCGACTAC
GGCGAGGCCAGCAAGCTGCTCGAGCAGACGCTCGACGCCGAGATCGTCACCGCGCCCGACAAGAGCCAGGTCGACCTCCAGAATGTC
GTCAATCGGCCCGTCGAGCTCGTCGCCGAGTACGACGCCGTCGATCCCGCCGGCATCGAGCCGACCGCGCTGTCCAGGCTGATGCAC
GAGCGCTGCGCCGACGTCTCCGACGACTTTGCCAAGACGGTGTGGCCCAAGATCGAGTACAGCCTGATCCAGCACGGGCAGCTCATG
ACGGACCTCGTCTGGCACGGCTCGACACAGGAGTATTTCACGCGCGCACAGCGCTGGCAGGAAAACGCGCGCAAGCACAGCGCCAGG
CGCACGCTCCTCGACGACGCGTGGACGTCGACGGCGGCGCCGCAGGACATCTTCGGGCAGAAGATCTCGTCATCGCAGCTGTCCGCC
GACGCCGAGCTCAACCGCGCCATGATGGCCGTCCTCGGCGAGCAGCCGCCGCCACCTTCCACCTTTGACGTGGGCCCGCACAACTGC
AGCCCCAAGGTCCTCCGCCTCATCGAGATCCTCAAGTGCTTTGGCTGCAGCCCCTCTTCCCGCGCCGCCTTCTGCGGCATCATCTTT
GTCCAGCGCCGCCAGACGGCCGCCGCGCTCGCAGAGCTGCTCCGCCGCGTCCCGGAGCTCGACTACCTCAAGCCCGAGTGGCTCATC
GGTCACGACACGGCCGCCGGCCTCGCCATGGACTGGCACGACCAGGTCGAGGTGCTCGACCGCTTCCGCCGCCGGGCACCGACCAALC
CTTCTGATCGCCACGTCGGTGGCCGAGGAGGGGCTCGACATCCAGGCTGCCAATGTCGTGGTCCGCTTCGACCTCTTCGATCGCCALC
AGCGGCTTCCTCCAGTCCCEEEEECEAGCEGCGETCCCAGGACAGTCGCTTCGTCGTCATGGCCGAGCGCAACAACCTCGCCCACTAC
CGCGTCATCGCCTCGGCCACCCTCACCGAGATGGGACGGCGCGACTGGCTGGCCAAGCTGGCCGAGAAGACCGGCGLCGACGGLLCLGG
CCCGAGGTCGAGGAGGACGAGCTCGGATACGAATACTTCCTCGCCGAGCCCCTCACCGGCGCCAGACTTTACCCGCAGGAC

TACCGTCTACGCTGGGATCCGGCCGCCAGCGACAGCAACGGAGCCATCTACGCGGCCCCCGCACCGTTGCGCAGTCCC
ACCCGGCTCCTGCACTTCCGGGTCCGCGACGAGTTCCAGGGTTGGAACACGCTGCCTGGCCTCGGCCAAGCGTTGGGCTCGGATGGG
TCCCTGCGGGCGTTTGCGACGTTGGTGCCGCTGGAACGCCTCAGCCGCGACGGCGACGACGACGACGAAGACGAAGACGAAGACGAC
GGTGGCAAGATCCGGCACCGCTCCTTGTTCCTCGTCACGGCACAGCCTCTGCCGCCCACGGCGCTGCTGCAGCTGTACGGCGATCGG
GGACTCTCCAGCCTCGGCGAAGTGGGACCGGCGCAGCCCGTCGTGCTGAGCGCCGAGCGCTTCGACGCGGCCCAGCGCTTCACCGAG
ACGCTCCTGGGCTGGATCACGCACAGGCAGCAGATCCACGACTTGCAGGCCCCCTTCCTCGTCCTGCCCGCCGAAGCCGAAACCTCG
GGCACCGGATCGACGCCGTTGGTCGACTGGTCGGCCGTCGAGGCCGTCGCCTCGGGCGCGCTCCGCAACGCCGGCGACGTGCCGCTC
GACGACATCTTCGACGCCATGATCATCGACCGCGCCGACCTCGTCGCGCCCGGCTCGTTCTACGCCGTCGGGGTGCGGCGCGACCTC
ACGCCCTTTTCGCGCCCGCCGCCGGGCTCAAAGGAGTCCGAGTGGGACAGCACCAGCTACTTTGACCACTACTGCAAATCCAAGGCG
AGGTACAGCGGCGCCGACGTGGCTCGTCCGCCCGCGGATCAGCCGCTGCTGTCGGTCAGGAAGCTGGACAAGTGGCGCAACCAGCTC
GTGCCCCGGCCCACCTCGACCAAACCCGGGACGGCGGCCGCCGCCGCCATGGTCGGCATACCGTCGGCCGTCGCGAGCAAGAGGCAG
AGGCGGACGCTGCCGCGGATGCTCATCCCATTCTACGCCCACGTCCACCCGCTGCCGCTCTCGGTGGCGCGCAGCGGCCTGCTGCTC
CCCTCGGTCTTCTACCGCTACGACGACCTGCTCCTCTCGCAGGGGTGCAGCCGCGCCCTCCTGTCGGACCGTCTGCCGGGCGACCTG
GTCCTGACGGCGCTGACGCCGCCCGCGCGCAACGCCGGCTTCGACTACGAGCGGCTCGAGTTCTACGGCGACACGGTGCTCAAGCTG
CTGGCCGCCTGCCAGGTCTTTACCACGCGCCTCAGCGAGACCGAGGGCGAGCTGCACGTGGCGAGCAAGGAGATCCTCGTCAACCAG
GTCCTCGAGGTCCACGCCATGAGGCTCAAGCTCTGGAAGTGGGTGCGCTTCAGCGACAAGTGGATGAAAAAGAAGACCTTCTGGTTC
GACGGCTGGACCGAGGGCGCACGAGCAGCGGCGACAGCGGCGGCGACGGCAGCGACCCGGGCTCAAGCCGAAGGGGGACCGGCAGAL
GCAGCGGCCGGCAGCAACGACGACGACGGCCAGGACAACGAAGGCGACGACGACGACGTGGCGAAAGAGGGTCGTGGCGAGGTCGAG
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GAGCGGCAGCACCTGGCATCGACCGCCAACGCCGGTGCCGGAGGTCCCGCCGACAACGCCGCCGACGACGCCGACTCCGACGATCCG
GACACGCCCGACGACGCCGACCTGACGCTGGCCCAGCGCCTCGTTGACGTCGACGCTGCCGTGCCCGTCGCGGCGCGGGACGTGGTG
CCCTGCAAGGCGCTGTCCGACATGGTCGAGGCGCTGCTCGGCGCTTCGCTCGTCCACTCGGGCATCGCCGGCGTGCTGCAGACGGLC
GTCTCGATCGGCATCCTGCCCGACGATATCGCCGGCCCGTCGTCGTTCCACGGGCAGCTGACGGCCCTCTCGCCGCCGCCGGACCCG
AGCTGGCGCTCGCGCGTCGACACGTCGGCGCTGTCGCACCTCGAACGGGTGTTCGACTACACGTTTGCCGCGCCGCACCTCGCCCTC
GAGGCCTTCACTCACCCGTCGCTGCTCGCCTCGGTGTTGCCCTCGTACCAGCGCCTCGAGTACCTGGGAGACGCCTTCCTCGACTALC
TGCGTCATCCTCAAGATCCGCCGCCTCTACCCGCATCTCGACGAGGGCGAGGCGACGGCGCTCAAGAGCAACATGGTCTCGAACGCC
ACGCTCTCGGCGCTGTGCGAGGTGCTCGACCTGACCAGCTTCATCGCCAGCCACTCGGCGCCGCTCAAGGAGGCCGTCTCGACCTAC
ACCGACGCCGTCCGCCAGCTGCGGCGCGCCGAAGAGGACAGGGCCGAGCTCGGTCGCGGCGGCGGCGGCAACGGCGGTGGCGAGCCG
AGGCAGTACTGGTGGACGACGCGCAACCCGAAAGCCGTCGCCGACGTCGTCGAGTCGAGCCTCGGCGCCGTGCTGGTCGATGCCCGC
TTCGACTTTGACCGGGCCGAGCGCGTCTTTGAGCACGTCTACTGGCCTTTCCTGCGCCGGTGGTGCACGCCCGAGCTGGCCGTCGTA
CCCAACATCAAGGTGCTGACCAGCCTGCTGACGGGCAAGCGAAAGTGCTCCGGCTGGGGGCTGGCCATCCAGTTTGCCTACAGCGTC
GGGCCGGGCCAAGAAGGACTGCGGTACCTGTCGGACGCTGGCCGCGGCAACGGTGGCGGCAGCGGTGGCGACAGCGGCGGCAACAGC
GGTGGCAACAGCGGCGACGACGGCGACAGCGATGGCAGCGACCGGGCCGCACGGATGGCCGAGATGGGCGCGGAAGCGGTGCGATGC
CGCATCTACTCGCACGGCGTGCTCCTGGCCGAGACGACCGAGAGGATCCGCTCCCATGTCCAGCGACAGGCGCTGATCCAGGCCAAG
AGGACGATGGCCTACCCGCAGCGCTCTGCCGTGGCCGCGTCCATCGCCGCCCGGGACAGCCTCGATGCCGAGAACGGCGGCTACGGC
GGCCACGACGACAAGGGCGACGCGAGCGACGCCGAAGAGCAGGAGTCGGAGCGCTGCGTCGTCGGGCAGGTCTCGCTGCCCACGTTC
CGCGCAGTGATCAAGGCGATGCGCTGGATGCGGCCGTTCGATGCGTCGACGTCGTTCCCGGAGATCGCGGCCAGGACGCCGCCCAAG
ATGGTCGACGTCGTACGCTGCAGCTGCAAGAAGGGCCGCCGCCAGCACTGA

Sporisorium graminicola

Taxonomia

e Dominio: Eukaryota

e Reino: Fungi

e Filo: Basidiomycota

e C(lase: Ustilaginomycetes

e Orden: Ustilaginales

e Familia: Ustilaginaceae

e Género: Sporisorium

e Especie: S. graminicola
DCL

llustracion k. Estructura de DCL de S. graminicola. Imagen elaborada en SnapGene a partir de
informacion en Pfam.

>tr |AOA4UTKR28 | AOA4UTKR28 9BASI Uncharacterized protein OS=Sporisorium
graminicola 0X=280036 GN=EX895 004169 PE=3 SV=1
MTKRSRGLADFEHPLARFHLGDDAEPTPDQLAPSPQAGDRRKRRRILEHISAQTAVDPADQLSSDOLAFEHRTYQIELAELAKAGNV
LVCLDTGSGKTLISVLLLEHVHRLONVQLPPSPPAPRRPKVSFFLVNLVPLVHQQSSYIAEHSNLSVGKLYGELKGNLRGKGDKLHV
DSWREPQWSALLEAHQVIVSTAQCFLDAVMHGFIKMNDINLLIFDEVHHALKNHPFFRIMKYYRLAPENERPKIFGMTASPIFTGTG
HCSDASRYLQEVMNARIHTVSKGLLODLREFRQKPDELVIEFDPYLTVLDDESDGAQMSALSKDMVARFGRNPALGEDAELDLAMEH
FETEVRPKLDYIMRHLGPLGCDLEFWHSTLLEYRSRARRWANIDRDDRTLINDDWIIDASLRKSIVTPEESQEDEDSVDGGRSDAPAA
SSQLTTGSGLGLGQAVVHLSTHSELNQRITILHMHSQPKLPDKLTFDASNAS PKVLRLIETLKCEFEPSAQDECATTIFVERROTAKLLYV
ELIKRVPGLEFIHPEFLLGHEDDSAHGGTPGMDWHVQVQVLNRFRRRKPTNLLVATSIAEEGLDIQAANLVIRFDLENRHISFLQOSR
GRARASQSREFILMAERDNPSHAEVILNAFNTEVSRAKWLDIVAETVHEASNEFSODLOQQLRMATDEAVANEECIFEPTTGARLFAED

KAALDDGALRTGTINPHHKAWRGSGLPVHVPVKKLDGWARLVCQRDAHSTAAYEATYLALDDFDPACQPLVLLTRGPLPPT
KLLKLVLSSTGRMKDVQATPLGPLPALGKAELELAKRFTREVFRIIDRNDGHGSSNKGKSSKKQGDPAVLVVPVRKGQGIKTVQSAS
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DLQLDLPTSLNLSGEFDLTQSDAEKFQGRILVRQHGCRSHAFYKIESIRHDLTPNSPLDASRPTTDNQARTYLSEHLRMYGRHHTSRN
IAPEQLFDVLSLELANSPLIQVTKLHKLONLLMPSPONHTARPAPPRRLIVPYFYKLHPLPVPLLSSILLLPSILVRYDQLLLAHAC
NTKIFAGRLHTDFVLEALTSPAARSAFDYERLEFLGDTFLKLVATCHTFTTRLGOQTEAELHLANKAILTNVRLFAEARRLGLERFGV
FGSSAFVVGRFEAPRVGWVGGRLLDDAICASEENRSDDDGSMDVGEARQETGVAAMSEEEEGGQCEAVKEKTLSDIVEALIGSALLS
SGTSLALFVCRTFHLIPPTIHTLSDENTLLVNLKQRSIAEGWEQRISRSGLDHLEGLESHTYRYPHLALEAFTHPSLLASVLPSYQOR
LEFLGDAWLDLYIVRSILRAHPGLSPGKLTAYKGVLASNHALCALGVRVGLHRYIASDSTVLRDTIARYAAALGEVEDRKSGWVGGQ
YWTLLPPSVVVPKAIADVVEASFASIVVDSGFDEPTIERVFERICRPFYERICRYDSLNIPDTRRMVEVVEFATVRRGISHGRVRMVH
IQTNLTAPPALETAQEEEQLVAALLTETRVELSIAGQVVAKAAVLPRSAEHVORAVKLASEIDALQCVLLPLTIAGIEEADGDGDTKA
AAVAVELDRLDELEHLVSQLARTLGWKRVFQPLVPLGDEQCEVCSLAQLRRLILPDEKEEEEDDDGEQCAAAPIQEESTPDDFTKES

Q

>ENA |TKY86881 | TKY86881.1 Sporisorium graminicola hypothetical protein

ATGACCAAACGCAGTAGAGGGCTGGCTGACTTCGAGCACCCGCTCGCTCGATTCCATCTTGGTGATGATGCAGAGCCTACACCAGAC
CAACTTGCACCCTCTCCTCAAGCAGGAGATCGAAGGAAGCGGCGGAGAATCTTGGAACACATCTCCGCTCAGACCGCTGTCGACCCT
GCAGACCAACTCAGCTCCGACCAGCTCGCTTTCGAACATCGAACCTACCAGATCGAGCTCGCCGAGCTCGCCAAAGCCGGCAACGTC
CTCGTCTGCCTCGATACTGGCAGCGGAAAGACGCTCATCTCGGTACTTCTGCTCGAACATGTTCATCGACTGCAAAACGTCCAGCTA
CCCCCTTCTCCTCCCGCTCCGCGGCGTCCCAAGGTCTCATTCTTCCTAGTCAACCTTGTGCCTCTGGTCCATCAGCAGTCTTCCTAC
ATTGCGGAACATTCCAACCTCTCTGTCGGAAAGCTTTATGGCGAGCTTAAAGGTAACCTACGCGGAAAGGGCGATAAGCTCCATGTT
GATAGCTGGCGTGAGCCGCAATGGTCTGCGCTTCTCGAAGCTCACCAAGTCATCGTCTCCACCGCCCAATGCTTTCTTGACGCCGTT
ATGCACGGATTTATCAAGATGAACGACATCAATCTGCTCATCTTTGACGAGGTACACCATGCGCTGAAGAACCATCCTTTCTTTCGC
ATCATGAAGTACTACAGACTCGCTCCCGAGAACGAGCGCCCCAAGATCTTTGGTATGACTGCGAGCCCCATCTTTACCGGAACCGGT
CACTGTAGCGACGCTTCGCGCTACCTTCAAGAAGTTATGAACGCTCGTATTCACACGGTGTCTAAGGGCTTGTTACAGGATCTTCGC
GAGTTCAGGCAGAAACCAGACGAGCTGGTCATTGAGTTTGACCCCTATCTGACAGTGCTCGATGATGAGTCGGACGGCGCTCAAATG
TCCGCCCTCAGCAAAGACATGGTTGCTCGATTTGGTAGAAATCCCGCATTGGGCGAAGACGCGGAGCTGGACCTGGCTATGGAGCAT
TTCGAAACGGAAGTGCGGCCCAAGCTCGACTATATCATGCGACATCTTGGCCCACTTGGCTGTGATCTTTTCTGGCATAGCACCCTA
CTCGAGTATCGCTCTCGTGCACGCAGATGGGCTAACATCGATCGCGACGACCGTACCCTGATCAATGACGACTGGATTATCGATGCA
AGTCTCCGAAAGTCGATTGTCACCCCCGAGGAGAGCCAGGAGGATGAAGACAGTGTCGATGGTGGCAGAAGCGATGCCCCCGCAGCT
TCGTCTCAACTGACGACTGGGTCTGGACTCGGTCTCGGGCAAGCCGTTGTCCACTTGTCAACACATAGCGAGCTGAATCAACGCATC
ATACTTCATATGCATTCTCAGCCTAAACTTCCCGACAAACTCACATTTGATGCTTCTAATGCGTCACCAAAGGTGCTTCCTCTCATC
GAAACGCTCAAGTGCTTTGAGCCCAGTGCTCAGGATTTCTGCGCTATCATCTTTGTCGAACGGCGACAGACGGCCAAGCTGCTGGTC
GAGCTCATCAAACGTGTCCCTGGTCTCGAGTTTATCCATCCTGAGTTCTTGCTTGGCCACGAGGATGACTCAGCCCACGGTGGTACG
CCGGGCATGGATTGGCACGTTCAGGTTCAAGTGCTCAATCGATTCCGACGCCGAAAGCCGACCAACCTGCTTGTTGCTACTTCGATC
GCCGAAGAAGGTCTCGACATCCAAGCCGCCAACCTGGTTATTCGATTTGATCTCTTCAACCGACACATTTCCTTCCTCCAGTCTCGC
GGCCCTGCACGTGCCAGCCAAAGCCGATTCATCCTCATGGCTGAAAGAGACAATCCGAGTCACGCCGAAGTCATCCTGAACGCGTTT
AACACGGAGGTTAGCCGCGCCAAGTGGCTCGATATTGTCGCTGAAACCGTGCACGAAGCAAGCAATTTCTCACAGGACTTGCAGCAG
CAGCTGCGCATGGCGACGGACGAAGCTGTTGCAAACGAAGAGTGTATTTTTGAACCAACGACGGGGGCTCGGCTATTTGCTGAAGAC

AAGGCTGCACTGGACGATGGTGCTTTGCGGACGGGCACAATAAATCCGCACCACAAGGCTTGGCGTGGG
AGCGGACTACCGGTGCATGTGCCGGTGAAGAAACTGGATGGCTGGGCGAGGCTTGTATGCCAACGCGATGCTCACAGTACGGCTGCG
TATGAAGCCACGTACCTCGCTCTAGATGACTTTGATCCAGCATGCCAGCCTCTTGTGTTGCTCACGCGCGGGCCTTTGCCGCCGACG
AAGCTGCTCAAGCTGGTGCTCTCTAGTACGGGTCGCATGAAGGACGTCCAGGCGACGCCGTTGGGTCCGCTTCCCGCACTTGGCAAA
GCCGAATTGGAGCTCGCCAAGCGATTTACTCGCTTTGTTTTTCGAATCATCGATCGCAATGATGGGCATGGCAGCAGCAACAAAGGG
AAATCGTCTAAGAAGCAAGGCGACCCGGCTGTACTGGTCGTTCCCGTTCGCAAAGGACAAGGTATCAAGACCGTGCAGTCTGCATCC
GACCTGCAACTCGACTTGCCCACCTCGCTCAACCTCTCGGGGTTTGACCTCACCCAATCCGACGCCGAGAAATTCCAAGGTCGCATC
CTGGTCCGACAACACGGCTGTCGTTCGCACGCGTTCTATAAGATCGAATCTATCCGACACGATCTTACGCCCAACTCTCCCCTCGAT
GCCTCCAGACCCACAACTGACAACCAGGCCCGCACGTACCTCTCTGAGCATCTCAGGATGTACGGTCGTCACCATACGTCGCGCAAT
ATCGCGCCCGAACAACTCTTCGACGTCCTTTCTCTCGAACTTGCCAACTCACCCCTGATCCAAGTGACCAAGCTGCACAAACTGCAA
AACCTGCTCATGCCCTCACCGCAAAACCACACCGCGCGACCCGCTCCACCGCGCCGCTTAATCGTGCCGTACTTCTACAAGCTGCAC
CCACTGCCCGTCCCCCTCCTGTCAAGCATCCTCCTGCTCCCCTCCATCCTCGTGCGCTACGACCAGCTGCTGCTCGCGCACGCCTGC
AACACCAAGATCTTCGCCGGTCGGCTCCACACCGACTTCGTGCTGGAAGCGCTCACCAGCCCTGCCGCGCGGAGTGCGTTCGACTAC
GAGCGGCTCGAGTTTCTAGGAGATACGTTTCTGAAGCTCGTCGCGACGTGCCATACGTTTACGACGCGGTTGGGGCAGACGGAGGCG
GAGCTGCATCTGGCGAACAAAGCGATCCTGACGAATGTGCGGCTGTTTGCGGAGGCGAGGAGATTAGGACTGGAGAGATTTGGCGTG
TTTGGGAGCTCGGCGTTTGTGGTGGGCAGGTTTGAGGCGCCGAGGGTGGGGTGGGTCGGTGGGAGGTTGCTGGACGATGCGATCTGC
GCGAGCGAGGAGAATCGTTCGGACGATGATGGGTCTATGGATGTTGGCGAGGCCCGACAGGAGACTGGTGTGGCAGCGATGTCGGAG
GAGGAGGAAGGAGGACAGTGTGAAGCCGTGAAAGAGAAAACGCTGTCGGACATTGTCGAAGCGCTGATCGGATCAGCCCTTCTCTCA
TCCGGCACCTCACTGGCCCTCTTCGTCTGTCGAACGTTCCACCTCATCCCACCCACCATCCACACCCTCTCTGACTTCAACACACTC
CTCGTCAACCTCAAGCAACGCTCGATCGCCGAAGGCTGGGAACAGCGCATCTCGCGCTCAGGGCTCGACCACCTCGAGGGGCTCTTC
AGCCACACCTACCGCTACCCGCACCTGGCGCTCGAAGCCTTCACGCACCCATCGCTGCTCGCCTCCGTCCTGCCCAGCTACCAGCGT
CTCGAGTTTCTCGGCGATGCCTGGCTGGACCTGTACATTGTGCGCAGCATCTTGCGCGCGCACCCGGGGCTGTCGCCGGGGAAGCTG
ACGGCGTACAAGGGAGTGCTGGCGAGCAATCACGCGCTGTGTGCGCTCGGAGTGCGCGTGGGGCTGCATCGGTATATTGCGAGCGAC
AGTACGGTGTTGAGGGATACGATCGCGCGGTACGCTGCTGCGCTCGGGGAGGTCGAAGATCGTAAGAGCGGCTGGGTCGGGGGGCAG
TACTGGACGCTGTTGCCGCCGAGCGTGGTGGTGCCGAAAGCGATTGCCGACGTAGTAGAGGCGAGCTTTGCGTCGATTGTCGTGGAT
AGTGGCTTCGACGAGCCCACAATCGAGCGCGTATTCGAGCGCATCTGTCGACCGTTCTATGAGCGCATCTGTCGGTACGACTCCCTC
AACATCCCCGATACGCGGCGCATGGTCGAAGTCGTCTTCGCCACGGTGCGACGCGGCATCTCGCACGGACGTGTGCGCATGGTCCAT
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ATCCAAACAAACCTAACGGCGCCCCCGGCGCTTGAAACCGCACAGGAGGAAGAGCAGCTCGTCGCGGCGCTGCTGACCGAGACCCGL
GTCGAGCTGAGCATCGCCGGCCAGGTGGTGGCCAAAGCGGCGGTGCTGCCGCGGAGCGCGGAGCACGTGCAGCGCGCCGTCAAGCTC
GCGAGCGAGATCGACGCGCTCCAGTGCGTGCTGCTTCCGCTGATCGCAGGTATTGAGGAAGCGGATGGCGACGGCGACACGAAAGCA
GCGGCGGTGGCGGTGGAGCTGGATAGGCTGGACGAGTTGGAGCACCTCGTGTCTCAGCTGGCACGCACGCTGGGGTGGAAGCGCGTC
TTCCAGCCGCTTGTTCCGCTGGGGGACGAGCAGTGCGAGGTGTGCAGCCTGGCCCAGTTGCGTAGGCTGATTCTACCTGACGAGAAG
GAGGAGGAGGAGGACGATGACGGCGAGCAGTGCGCAGCAGCGCCCATTCAGGAAGAGAGCACTCCCGACGACTTCACCAAAGAGTCA
CAGTAG

Sporisorium reilianum f. sp. Reilianum

Taxonomia

e Dominio: Eukaryota

e Reino: Fungi

e Filo: Basidiomycota

e C(lase: Ustilaginomycetes

e Orden: Ustilaginales

e Familia: Ustilaginaceae

e Género: Sporisorium

e Especie: S. reilianum
DCL

llustracion |. Estructura de DCL de S. reilianum. Imagen elaborada en SnapGene a partir de informacion
en Pfam.

>tr |AOA2N8UP32 | AOA2N8UP32 9BASI Related to cell cycle control protein dicer
OS=Sporisorium reilianum f. sp. reilianum 0X=72559 GN=SRS1 16838 PE=3 SV=1
MSKRTRATDELEDPLAQVHLDHAEPSLDAPTISPQEEERRKRQRIVDRISSQTAVDLSDQLRSDQLAFVPRSYQLELAELAKAGNVL
VCLDTGSGKTLISVLLLQHVHEVONAQRPPSPPQSPAPPAPQRPKVSFFLVNLVPLVHQQSSVIAGHSNLSVGKLYGELKDTVRGKG
NKLTVDGWREPQWSALLESHQVIVSTAQCFLDALTIHGFIKMDDLNLLIFDEVHHALKNHPFFRIMKYYRLAPEKERPKIFGMTASPI
FTSTGQFDDASRYLQKVMNARIHTVSKDTLOQDLREVKQKPEELVIEFDPYLTVLDDELDGVOMSALSREMVALFGKDLALDEDAELD
LATEHFEKEVRPKLEYTMRHLGPLGCDLLWHSTLLEYRSRARKWVNIDRDKRTLVNDDWILDASMRKSIAVATPEESQESQDDLDSG
DGDGDSPTASSQATTGSGLGLGLAVAHLSTNSELNQRILLHMRSQPTLADTLTFDASNTSHKVLRLIETLKCFEPSAADFCAT TEFVE
RRQTATLLVELIKRVAGLEFIHPEFLLGHENGSANGGAPGMDWHDQVQVLNRFRRRKPMNLLVATSI AEEGLDIQAANLVVRFDLEN
RHISFLOSRGRARAKQSREFILMAERDNASHAQATILNAFNTEASRAKWLEGIAEAEHDAGFYAQEWQHQLRVERDEAGAGEECIFEPS
TGARLFPED

RAAVLEGAGAGTGKVNAHHKAWRGSGLPVHVPVKNMDGWAREFVAAQSGDAAYEATYLALDEFDAACQPLVLL
TRGALPPTKLLKLLLPGAGRMKDVKATPLGPLQALSEEELDCAKRFTWFVFRMLEPKDGHGGSAKGKAWEKGGELAVLVVPVRKAHG
VTAVHSAADVQLDLPTSEFDNASFDVTRPDIAEHLQGRILVRQHGYHSYAFYRFECIRHDLGPNSPLDPSSDDAAAPTYLSQHLKMYG
RPHASHPTGQDMLDALSAQLATSPLISVTKMPKIQNLLSPSPRTTSPPARLVVPHFYAVHPLRAPLVSALLLLPSLLVRYDQLLLAH
ACNATLFASRLDTDLVLEALTSPAAGSSFDYERLEFLGDTFLKLVATCHTFTTHLGRTEAELHLANKATILTNVRLLKEARRVRLERW
GVEFGSCRCVVRRFAAPRVGGVGGRLVLGEGEEVVVDEDECEAVKEKTLSDMVEALLGAALLTAGPDLALLVCRVENLLPASITTLAS
FNDLLLTLKQOATAENWQSRISRSGLDHLQSLFDHTYRYPHLGLEAFTHPSLLASVLPSYQRLEFLGDAWLDFCIVRMIFAEGEDRS
PGEMTAHKGVLASNGALGALGVRLGLHAFVASDSAVLGDSIARYAAALGSVDEKGQYWTRLARGVVVPKAVADVVEASFASIVVDSG
FDARVVQRVFERMCVPEFYERFCRYDALQVSEVRRVLEFAFATVRRAITHALPVNTVRVTSNLLDIPTIDGDEERIVEALLTQVHAEL
RIADTVVARITVLPRSAAHLERAVAIARQIDTLQQSLLQLIDHAEHDAQEAGGTAGTVDKLDELQHLTSQLARTLGWKRVFQSIVVE
TESEVCTLARLRVLILGGEAEGEGSRMEVE
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>ENA | SJX66616|SJX66616.1 Sporisorium reilianum f. sp. reilianum related to
cell cycle control protein dicer
ATGTCCAAACGCACCCGAGCGACGGACGAGCTCGAGGACCCGCTCGCCCAAGTCCACCTCGATCACGCCGAGCCTTCCCTGGACGCA
CCCACCATCTCTCCTCAGGAAGAAGAGCGCAGGAAGCGCCAAAGGATCGTCGACCGCATCTCCTCCCAAACCGCAGTCGACCTGTCC
GACCAGCTCCGCTCCGACCAGCTAGCCTTCGTACCTCGCTCCTACCAGCTCGAACTCGCCGAGCTCGCCAAGGCGGGCAACGTCCTC
GTCTGCCTCGACACGGGTAGCGGGAAGACGCTCATCTCTGTGCTGCTTCTTCAGCATGTCCACGAAGTGCAAAATGCGCAACGACCT
CCGTCGCCGCCCCAGTCTCCCGCTCCTCCCGCTCCGCAGCGCCCCAAAGTCTCGTTCTTTCTCGTCAACCTCGTGCCGCTCGTGCAT
CAGCAGTCGTCGGTCATTGCGGGTCATTCCAACCTCTCCGTCGGAAAGCTGTACGGCGAGCTCAAGGACACCGTGCGCGGCAAGGGL
AACAAGCTGACCGTCGACGGCTGGCGCGAGCCGCAGTGGTCGGCGCTGCTCGAGTCGCATCAAGTCATCGTCTCCACCGCGCAGTGC
TTCCTCGACGCTCTCATCCACGGCTTTATCAAGATGGACGACCTGAACCTGCTCATCTTCGACGAGGTGCACCATGCGCTCAAGAAT
CATCCCTTCTTCCGCATCATGAAGTACTACCGCCTTGCGCCCGAGAAAGAGCGCCCCAAGATCTTCGGCATGACGGCCAGCCCGATC
TTTACCAGCACCGGTCAGTTTGACGATGCTTCTCGCTACCTGCAAAAGGTGATGAATGCGCGCATTCACACTGTGTCAAAGGATACA
CTACAGGATCTGCGAGAGGTCAAGCAGAAGCCCGAAGAGCTGGTGATCGAGTTTGATCCCTACCTGACGGTGCTGGATGATGAGCTG
GACGGCGTACAGATGTCTGCGCTTAGCAGAGAGATGGTTGCTCTATTTGGCAAAGACCTCGCTCTGGACGAGGATGCGGAACTGGAC
CTTGCCACGGAGCATTTTGAGAAGGAGGTGCGGCCCAAGCTCGAATACACTATGCGGCACCTTGGCCCGCTCGGCTGCGATCTTCTC
TGGCACAGCACGCTGCTCGAGTACCGCTCGCGTGCACGCAAGTGGGTCAACATTGACCGCGATAAGCGCACGCTGGTCAACGACGAC
TGGATCCTCGACGCCAGCATGCGAAAGTCGATTGCCGTTGCTACTCCGGAAGAAAGCCAGGAGAGTCAAGATGATCTGGACAGCGGC
GATGGCGACGGCGATTCGCCCACAGCATCGTCCCAAGCGACAACTGGATCCGGACTCGGCCTCGGACTGGCCGTCGCACACTTGTCC
ACCAACAGCGAGCTCAACCAACGCATCCTGCTGCATATGCGCTCGCAGCCCACCCTCGCCGACACGCTCACCTTTGATGCTTCCAAC
ACGTCGCACAAGGTGCTGCGCCTCATCGAAACGCTCAAATGCTTCGAGCCGAGCGCCGCCGATTTCTGCGCGATCATCTTTGTCGAG
CGTCGCCAGACTGCTACTCTGCTAGTCGAGCTGATCAAGCGTGTCGCCGGACTCGAGTTCATCCACCCGGAGTTCCTTCTCGGCCAC
GAGAACGGCTCGGCCAACGGCGGCGCGCCGGGCATGGACTGGCACGACCAGGTGCAGGTGCTGAACCGCTTCCGCCGGCGCAAGCCG
ATGAACCTGCTCGTCGCCACCTCAATCGCCGAAGAGGGACTCGACATCCAGGCGGCCAACCTCGTGGTGCGCTTCGACCTGTTCAAC
CGCCACATCTCGTTCCTGCAGTCGCECGEECECECECETGCCAAGCAGAGCAGGTTCATCCTCATGGCCGAACGCGACAACGCGAGL
CACGCACAGGCGATCCTCAACGCGTTCAACACCGAAGCGAGCCGCGCCAAGTGGCTCGAGGGTATTGCGGAAGCCGAGCACGATGCC
GGCTTCTATGCGCAAGAGTGGCAGCACCAGCTGCGCGTCGAGCGGGACGAGGCGGGTGCGGGCGAAGAGTGCATTTTCGAGCCTAGC
ACGGGCGCACGCCTGTTCCCGGAGGAC

AGGGCTGCTGTGCTCGAAGGTGCGGGTGCGGGCACGGGCAAG
GTCAACGCGCACCACAAGGCGTGGCGCGGCAGCGGGCTGCCTGTGCACGTGCCCGTGAAGAACATGGATGGATGGGCGCGCTTCGTC
GCCGCGCAAAGTGGCGACGCTGCGTACGAGGCGACGTATCTGGCGCTGGACGAGTTCGATGCGGCGTGCCAGCCTCTTGTGCTGCTC
ACGCGCGGGGCGTTGCCGCCGACCAAGCTGCTCAAGCTGCTGCTTCCCGGCGCGGGGCGTATGAAGGATGTCAAGGCGACGCCGTTG
GGTCCGCTGCAGGCGCTCAGCGAGGAGGAGTTGGACTGCGCCAAGCGATTCACCTGGTTTGTGTTTCGGATGCTCGAGCCCAAGGAC
GGGCATGGTGGCAGTGCGAAGGGCAAGGCGTGGGAGAAGGGTGGCGAGCTCGCTGTGCTCGTCGTACCCGTTCGCAAAGCGCACGGT
GTCACGGCAGTCCACTCTGCCGCCGACGTGCAGCTCGATCTGCCCACCTCGTTCGACAACGCCAGCTTCGACGTCACCCGGCCAGAL
ATCGCCGAGCACCTCCAAGGCCGCATCCTCGTCCGACAGCACGGCTACCACTCGTACGCATTCTACCGCTTCGAATGCATCCGCCAC
GATCTCGGCCCCAACTCTCCGCTCGATCCTTCCAGCGACGACGCGGCGGCACCGACGTATCTCTCACAGCATCTCAAGATGTACGGC
CGTCCGCACGCGTCGCATCCCACCGGGCAAGACATGCTCGACGCGCTATCCGCCCAACTCGCCACATCGCCTCTGATCAGCGTAACC
AAAATGCCCAAGATCCAAAACCTGCTCTCGCCCTCTCCACGCACCACCAGCCCACCCGCGCGCCTGGTCGTGCCGCACTTCTACGCC
GTGCACCCGCTGCGGGCCCCCCTCGTCTCGGCGCTCCTGCTGCTCCCCTCGCTCCTCGTGCGCTACGACCAGCTGCTGCTCGCGCAC
GCGTGCAACGCCACGCTGTTCGCCAGCCGCCTCGACACGGACCTGGTGCTCGAGGCGCTCACATCCCCTGCGGCGGGGAGCAGCTTC
GACTACGAGCGGCTCGAGTTTTTGGGCGATACGTTCCTCAAGCTCGTCGCGACGTGCCATACGTTTACGACGCACTTGGGGCGGACG
GAGGCGGAGCTGCATCTGGCGAACAAGGCGATCCTGACGAATGTGCGGTTGCTCAAGGAGGCGCGGCGCGTGCGCTTGGAGCGGTGG
GGGGTGTTTGGGAGCTGTCGGTGTGTGGTAAGGCGGTTTGCGGCGCCGAGGGTGGGTGGCGTGGGTGGGAGGTTGCTGTTGGGGGAG
GGAGAGGAGGTTGTGGTAGACGAGGACGAGTGCGAAGCGGTGAAGGAAAAAACCCTGTCAGATATGGTCGAAGCGCTGCTGGGCGCA
GCGCTGCTCACCGCGGGCCCGGACCTCGCCCTGCTCGTCTGCCGCGTCTTCAACCTGCTCCCCGCGTCCATCACCACGCTCGCCTCG
TTCAACGACCTGCTGCTCACCCTCAAGCAACAGGCCATCGCCGAAAACTGGCAGTCCCGCATCTCGCGCTCGGGGCTCGACCATCTG
CAATCGCTCTTCGACCACACGTACCGCTACCCGCATCTGGGGCTCGAGGCGTTCACGCACCCGTCGCTGCTGGCCTCGGTGCTGCCG
AGCTACCAGCGGCTCGAGTTTCTCGGCGATGCTTGGCTGGATTTCTGTATTGTGCGTATGATCTTCGCCGAGGGTGAGGACAGGAGT
CCGGGCGAGATGACGGCGCACAAGGGGGTGCTGGCGAGCAACGGGGCGCTGGGGGCGCTCGGGGTGCGGCTGGGGCTGCATGCGTTT
GTGGCGAGCGACAGCGCCGTGTTGGGGGACAGTATTGCGCGGTATGCTGCGGCGCTGGGGAGCGTAGACGAAAAAGGGCAGTACTGG
ACGCGGCTGGCGCGCGGGGTGGTGGTGCCGAAAGCGGTGGCGGACGTGGTCGAGGCGAGCTTTGCGTCGATTGTGGTGGACAGT GGG
TTTGATGCGCGCGTGGTGCAGCGCGTGTTCGAGCGCATGTGCGTGCCGTTCTACGAGCGCTTCTGCCGCTACGACGCGCTGCAGGTC
AGCGAGGTGCGGCGCGTGCTCGAGTTTGCCTTCGCCACCGTGCGCCGCGCCATCACCCACGCTCTCCCTGTCAACACGGTCCGCGTC
ACATCGAACTTGCTGGACATACCCACGATTGACGGCGACGAGGAACGCATCGTCGAAGCGCTCCTCACGCAAGTCCACGCCGAACTG
CGTATCGCCGACACGGTCGTCGCGCGCATCACCGTACTCCCGCGCAGCGCCGCACACCTCGAGCGCGCCGTCGCCATCGCGCGCCAA
ATCGACACTCTCCAACAAAGCTTACTGCAGCTCATCGACCATGCCGAGCACGACGCTCAAGAGGCAGGAGGGACAGCGGGCACAGTG
GACAAGCTCGACGAGCTGCAGCACCTCACGAGCCAGCTCGCGCGCACGTTGGGCTGGAAGCGCGTTTTCCAGTCGATTGTTGTGGAA
ACGGAAAGCGAGGTGTGTACGCTGGCGCGGTTGAGGGTGTTGATTTTGGGTGGCGAGGCGGAAGGGGAGGGGAGCAGGATGGAGGTC
GAGTAG
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Sporisorium scitamineum

Taxonomia
e Dominio: Eukaryota
e Reino: Fungi
e Filo: Basidiomycota
e C(lase: Ustilaginomycetes
e Orden: Ustilaginales
e Familia: Ustilaginaceae
e Género: Sporisorium
e Especie: S. scitamineum

DCL

llustracion m. Estructura de DCL de S. scitamineum. Imagen elaborada en SnapGene a partir de
informacion en Pfam.

>tr|AOAL127Z27K8|AOA127Z7K8 9BASI Related to cell cycle control protein dicer
OS=Sporisorium scitamineum 0X=49012 GN=SPSC 00615 PE=3 SV=1
MSKRTRGLAELEDPLARAHLDDDAATFLNKPTDSSQEQERRKRKRIEFNNILSQTAVDPSDOQLRSDQLAFVPRSYQLELAELAKAGNV
LVCLDTGSGKTLISVLLLOHVHKLOQTVQRPPSPPESPAPSAPPRPKVSFFLVNLVPLVHQQSSVIAGNSDLSVGKLYGELKDTFRGK
NNKQVVDGWREPQWSALLESHQVIVSTAQCFLDALTHGFIKMDDLNLLIFDEVHHALKNHPFFRIMKYYRLAPQOQERPKIFGMTASP
ITFTGTGHFDDASRYLQKVMNARIHTVSKDTLODLRAVKQKPEELVIEFDPYLTVLDDQVDGTOMSALSKDMIARFGKDPALDEDAEL
DVATEHFEKEVRPKLKYTMRQLGSLGCDLLWHSTLLEYRSRACKWINIDRDKRTLVNDGWI IDASLRKATIATPEETQESQDSVNSGE
GDSQTTSQATTGSGLGLSLAVAHLSTNSELNQRILLHMRSQPTPPDTLAFDATNTSHKVILRLIETLKCFEPSAKDFCAT TFVERROT
ASLLVELIKRVPGLEFIHAEFLLGHENGSANSGAPGMDWHDQVQVLNRFRRRNPTNLLIATSIAEEGLDIQAANLVIRFDLENRHIS
FLOSRGRARAKQSRFILMAEKDNPNHTEVILNAFNTEVGRANWLDDIAASEHDASFFAEDWQQQLRIEPDEAATSQECIFEPTTGAR
LFPED

KAVLEGAGLGIGKTNPHHKVWRGSGLPVHVPVKKLDGWARFAAEAEWGGADGEEIAYEATYFALDDFDPACQPLVL
LTRGPLPPTKLLKLLLPSVGRMKDIQATPLGPLRALGKEELESAKRFTRFVFRIVDRKDGQGSSPKSKSSKKEGEPIVLVVPVRKAQ
GVDNVQSAADLQFDFPASLDLTSFDLTQDDIEQLAGRIFVRQHGYHPYAFYKYESVRHDLTPNSPLDPSATPNDGPVPTYLSQHLKM
YGRHHSSCDVAPEQILDALSLELATSPLLQVTKMPKVONLLSPAPHAVTPPPPPRLIVPHFYKLHPLPSTLLCSVLLLPSLLVRYDQ
LLLAHYCNTTLEDNRLNTDSVLEALTSPTAGSAFDYERLGFLGDTFLKLVATCHTFTTKLGRTEAELHLANKGILTNVRLLKEARRM
RLERFGVFGSSSCLVRRFEAPRVGGVGGKLVEAGVEGVMEEGEGEECESTIKEKTLSDIVESLIGSALLTSTSLALFVCRTFRLIPAT
ILTLSDFNTLLLDLKQRSVTEGWEQRISRSGLDHLEQLFQHQYRYPHLGLEAFTHPSLLASVLPSYQRLEFLGDAWLDFYIVRLIFH
RHPSLSPGEMTAYKGLLASNNALSALGVRMGLHKFIASDSTVLSDTISLYAEALSQVEGGKSEQYWTLLPPTIVVPKAVADVVEASFE
ASTIVVDTAFDEVMVGKMFSCICLPFYDTFCRYDSLKVVEMHRVVNFIFATLRQRITHRGVRMVQITSNLTTILRAIEDAEEEEPVVE
ALLTELWVELRIAEEVVAKVVSLPRSAVHLQRAVKIVREIEAVKEALAGGAGEEEGSGLVEKLDKLOYLTWQLTKTVGWKSVFQSVT
LOEEEREVYSLAQLRRLILPNEVEE

>ENA|CDU21985|CDU21985.1 Sporisorium scitamineum related to cell cycle control
protein dicer

ATGTCCAAACGCACTAGAGGGCTGGCTGAGCTCGAGGATCCACTCGCTCGGGCCCATCTTGATGATGATGCAGCAACTTTTCTAAAC
AAGCCTACAGACTCTTCCCAGGAGCAAGAGCGGAGGAAACGGAAACGTATTTTCAACAACATATTGTCTCAAACCGCTGTCGACCCT
TCCGATCAGCTTCGCTCCGACCAGCTCGCTTTCGTACCTCGATCCTACCAGCTCGAACTCGCTGAGCTCGCCAAAGCCGGCAACGTC
CTCGTCTGCCTCGACACGGGCAGCGGGAAGACACTCATCTCTGTGCTTCTCCTCCAACATGTACATAAGCTGCARACCGTCCAACGC
CCACCTTCTCCGCCTGAATCTCCCGCGCCTTCCGCTCCGCCGCGTCCCARAGTCTCTTTCTTCCTCGTCAACCTCGTGCCTCTGGTC
CACCAACAGTCCTCTGTCATTGCGGGAAACTCCGACCTCTCCGTCGGARAACTCTACGGCGAGCTCAAGGACACTTT CCGCGGCARA
AACAACAAGCAAGTCGTCGACGGCTGGCGCGAGCCGCAATGGTCTGCGCTTCTCGAATCCCACCAAGTCATCGTCTCCACCGCCCAA
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TGCTTTCTCGATGCCCTGATTCACGGTTTCATCAAGATGGACGACCTCAACTTGCTCATCTTTGACGAGGTGCACCATGCCCTCAAG
AACCACCCCTTCTTCCGCATTATGAAATACTATAGACTTGCTCCGCAGCAAGAGCGGCCCAAGATCTTCGGTATGACTGCGAGCCCT
ATCTTTACCGGCACGGGTCACTTTGACGATGCCTCCCGCTATCTTCAGAAGGTGATGAATGCTCGAATTCATACCGTCTCCAAGGAC
ACTTTGCAGGATCTTCGAGCGGTGAAACAAAAGCCAGAGGAGCTGGTTATCGAGTTTGATCCCTATCTTACGGTGCTTGATGACCAG
GTGGACGGCACGCAGATGTCGGCGCTCAGCAAGGATATGATTGCTCGATTCGGCAAAGATCCCGCTCTGGACGAGGATGCGGAGCTC
GATGTAGCAACGGAACATTTCGAAAAGGAGGTGCGGCCCAAGCTCAAATACACCATGCGGCAACTTGGCTCGCTCGGCTGCGATCTG
CTTTGGCATAGCACTCTGCTCGAGTACCGTTCGCGTGCATGCAAGTGGATCAATATCGACCGCGATAAGCGTACCCTGGTCAACGAT
GGTTGGATTATCGATGCCAGTCTGCGAAAGGCGATTGCTACTCCCGAGGAAACTCAGGAGAGCCAAGACAGTGTGAATAGCGGCGAA
GGTGACTCGCAAACAACATCTCAGGCAACGACTGGATCAGGACTCGGTCTGAGCCTGGCCGTTGCACACTTGTCCACCAACAGCGAA
CTCAACCAACGCATCCTGCTGCACATGCGCTCTCAGCCTACTCCGCCCGACACCCTAGCGTTTGATGCAACCAACACGTCGCACAAG
GTGCTGCGCCTTATCGAAACGCTCAAGTGCTTCGAGCCCAGCGCCAAAGACTTCTGCGCCATCATCTTTGTCGAGCGCAGACAGACG
GCTAGTCTGCTGGTCGAGCTGATCAAACGCGTGCCCGGTCTCGAGTTCATTCATGCAGAGTTTCTGCTCGGCCACGAGAACGGTTCA
GCGAACAGTGGCGCTCCTGGCATGGACTGGCACGATCAGGTGCAAGTTTTGAACCGCTTTCGACGTCGAAACCCGACCAACTTGCTC
ATTGCCACTTCGATCGCCGAAGAAGGTCTCGACATTCAAGCCGCCAACCTCGTTATCCGCTTCGACCTGTTCAACCGACACATTTCC
TTCCTCCAATCTCGCEECCGTGCCCCTGCCAAACAGAGCAGATTCATCCTGATGGCTGAAAAAGACAATCCGAATCACACAGAAGTC
ATCCTCAACGCGTTCAACACCGAAGTCGGTCGCGCTAACTGGCTTGACGACATCGCCGCATCCGAGCACGATGCCAGCTTTTTCGCA
GAAGATTGGCAGCAACAACTGCGCATCGAGCCGGACGAAGCGGCTACGAGCCAAGAGTGCATCTTTGAACCAACAACAGGCGCCCGG
CTGTTCCCGGAGGAT

AAGGCTGTGCTGGAAGGTGCGGGTTTGGGTATTGGGAAGACGAATCCGCACCAC
AAGGTTTGGCGTGGAAGTGGGCTGCCGGTGCATGTGCCGGTCAAGAAGTTGGATGGATGGGCAAGGTTCGCAGCCGAAGCTGAGTGG
GGTGGTGCAGATGGTGAGGAGATTGCGTACGAGGCGACGTATTTCGCACTGGATGACTTTGATCCAGCGTGTCAGCCTCTTGTACTG
CTCACGCGAGGGCCTTTGCCGCCAACAAAGCTGCTGAAATTGCTGCTTCCCAGTGTTGGACGCATGAAGGATATCCAGGCGACGCCG
TTGGGCCCTCTTCGAGCACTCGGCAAGGAGGAGCTGGAATCCGCCAAGCGATTCACACGCTTTGTGTTCAGAATTGTCGATCGCAAG
GACGGGCAAGGGAGCAGCCCAAAAAGCAAATCGTCGAAGAAGGAGGGCGAGCCCATTGTGTTGGTCGTACCCGTTCGCAAAGCCCAA
GGTGTCGATAACGTGCAGTCCGCTGCCGACCTGCAATTCGATTTCCCCGCCTCGCTCGACCTCACCAGCTTCGACCTCACCCAAGAC
GACATCGAGCAGCTTGCAGGCCGCATCTTCGTCCGACAACACGGCTACCACCCATATGCGTTCTACAAATACGAATCTGTCCGACAC
GATCTCACCCCCAACTCTCCCCTTGATCCCTCTGCGACCCCTAACGACGGTCCTGTTCCGACATATCTCTCACAGCACCTTAAAATG
TACGGTCGTCACCACTCTTCTTGCGACGTTGCACCCGAACAAATCCTCGACGCCCTATCCCTCGAACTCGCCACATCGCCCTTGCTG
CAAGTAACCAAAATGCCCAAAGTGCAAAACCTCCTCTCTCCCGCACCGCACGCAGTAACACCCCCTCCTCCTCCGCGTCTAATCGTG
CCGCACTTTTACAAACTCCACCCTCTCCCCTCTACCCTCCTCTGCAGCGTCCTCCTCCTCCCTTCGCTCCTGGTGCGGTACGACCAG
CTTCTTCTCGCGCACTACTGCAACACCACACTTTTCGACAACAGACTGAATACAGATTCAGTGCTCGAGGCGCTGACGAGCCCGACG
GCGGGGAGCGCGTTCGACTATGAGCGCTTGGGGTTTTTGGGGGATACGTTTTTGAAGTTGGTAGCGACGTGTCATACGTTTACGACG
AAATTGGGACGGACCGAGGCGGAACTGCATTTAGCGAATAAGGGGATTTTGACGAATGTGAGGTTGTTGAAGGAGGCGAGGAGGATG
CGGTTGGAGAGGTTTGGGGTGTTTGGAAGTTCGAGTTGTTTGGTGAGGAGGTTTGAGGCGCCGAGGGTGGGTGGGGTGGGTGGGAAG
CTTGTTGAAGCTGGAGTTGAGGGTGTGATGGAGGAGGGGGAGGGGGAGGAGTGTGAATCGATCAAAGAGAAAACCCTCTCCGACATT
GTCGAATCCCTCATCGGCAGCGCTCTCCTAACCTCGACCTCGCTGGCTCTTTTCGTGTGTCGGACGTTCCGCCTCATACCAGCGACT
ATTTTGACGCTCAGCGATTTCAACACCCTCCTGTTGGACCTCAAACAACGTTCCGTCACTGAAGGTTGGGAACAGCGTATCTCCCGT
TCGGGCCTAGACCATCTCGAGCAGCTCTTCCAACATCAATACCGATACCCGCATTTGGGACTGGAAGCCTTCACGCACCCCTCGCTC
CTCGCATCCGTTCTACCCTCCTACCAGCGACTAGAGTTCTTAGGCGATGCATGGTTAGACTTCTACATTGTCCGACTCATCTTCCAC
CGACACCCATCGCTATCCCCGGGAGAGATGACCGCGTACAAGGGTCTACTCGCGAGCAATAACGCTCTCTCCGCGCTGGGGGTCAGG
ATGGGTCTGCACAAGTTTATCGCGAGTGACAGCACCGTGTTGAGCGATACGATCTCGCTCTATGCCGAAGCACTGTCTCAAGTGGAG
GGTGGCAAATCGGAGCAGTACTGGACACTTCTCCCACCCACCATCGTTGTTCCAAAAGCAGTAGCCGACGTAGTCGAAGCGTCCTTC
GCATCCATCGTTGTCGACACAGCCTTTGACGAAGTCATGGTAGGAAAAATGTTCTCGTGCATCTGCTTACCGTTCTACGACACCTTC
TGTCGCTACGATTCGCTCAAAGTCGTCGAGATGCACAGAGTCGTCAACTTCATCTTTGCCACCCTCCGCCAGCGCATCACCCACCGA
GGCGTACGAATGGTTCAGATCACCTCGAACTTGACCACCATTCTTCGCGCCATCGAAGACGCAGAGGAAGAGGAGCCGGTAGTCGAA
GCGCTGTTAACAGAGTTATGGGTTGAGTTGCGCATCGCCGAGGAGGTGGTTGCAAAGGTGGTGAGTTTGCCGAGAAGCGCTGTGCAC
CTGCAGAGGGCGGTGAAGATTGTGAGGGAGATCGAGGCTGTGAAGGAAGCGCTGGCCGGTGGTGCGGGCGAGGAGGAGGGGAGTGGG
TTGGTGGAAAAGCTAGACAAGCTGCAATATTTGACCTGGCAGTTGACCAAGACTGTGGGGTGGAAGAGCGTCTTCCAATCGGTTACC
CTCCAAGAGGAGGAGCGGGAGGTGTACAGTCTGGCTCAATTGCGAAGGTTGATTCTACCGAACGAGGTGGAAGAATAA

Ustilago bromivora

Taxonomia
e Dominio: Eukaryota
e Reino: Fungi
e Filo: Basidiomycota
e C(lase: Ustilaginomycetes
e Orden: Ustilaginales
e Familia: Ustilaginaceae
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e Género: Ustilago
e Especie: U. bromivora

DCL

llustracion n. Estructura de DCL de U. bromivora. Imagen elaborada en SnapGene a partir de
informacién en Pfam.

>tr |AOA1KOGEHS |AOA1IKOGEHS 9BASI Related to cell cycle control protein dicer
0S=Ustilago bromivora 0OX=307758 GN=UBRO_ 08937 PE=3 SV=1
MLSHGNRDEQRRLTFVDADDTYSPTLQPTPSSSSSAPPFVEQGPRPPPSSAPAQVASPLSSLKVSDTMSKRTRADSLPHGPRVPRSG
YTATSSSSSSDDLPIPPLEDNDDDDTEESASRRRQKVIAHISAQTSVDPSNQLRSDQLATVPRSYQLELAELAKAGNVLVCLDTGSG
KTLISVLLLQYVHQHSSPARTSSLAPSSEAQPFSSPAPQRKVAFFLVNLVPLVHQQSSVIAGNSRLSVGKLYGELKDSLRSKSSQLA
VDNWRSPQWSALLASHQVIVSTAQCFLDALIHGFIKMSDLNLLIFDEVHHALKNHPFFCIMKY YRLAKEEERPKIFGMTASPIFTGS
GRFDEASEYLQRTMDARIHTVSRGALRELEEVKRRPEEMVVEFEPYLTVVDEPWNAGAVKY SELSMDMIELFSKKVDLEICLDDEEE
VVDPRTLVSDEWIVEAASAHRSASVAPSDSQGPPNSQTTTTITTTQPGLGLGLTVAHLSTNSDLNSRILLHMRSQPC IPDTLGLNAT
NSSPKLLRLIELLHCFEPSKSSFCGIIFVERRQTATLLVELIKRIPGLEFIHPEFLLGHDNGAANGATS TAEEGLDIOAANTLVIRED
LENRHISFLOSRGRARAKESRFILMAEKGNKEHAGATILNAFKTEANRAKWLDGIAEPHLAMRDWGEDWQQKLRIDADNQEGVGVEGG
KEEECMFEPTTGARLFPE

PRLKKAKDGVVGLVNPHHQAWRGSGKPINVPSKKLDGWARFASSHHHATGQGWCATLLQLDKFDEGY
EPLLLLTRGALPETKLLKLLHAGSGOMKDLHPKPLRIAAELDSELMGKVVEFTKFVFKLISRKDGHLPKGKRLSWQTIEKGQPTVLV
LPVRIAAEEVQSVGDVALDFPPSLDLTQLDLNAEGSEQKLKGRTLVRQHGYHSHSLYQFESIRSGLCPNSPLSSGAAGETYLTQHMK
MYARHQASADEHEVEVLAAQLANQPFLSVRKLPKISNLLSPPPSISFSATPAATQGARLIVPHFYALHPLPSTLLRSILLLPSIFTR
YDQLLLAQACNNDLLEGRLDKDKVLEALTSPSAGSAFDYKRLEFLGDTFLKLVATCHTFTTHLGRTEAELHMANKGIVTNVRLLKEA
KRLGLEKYAILPSCNLLPRRFTAPVIGSVGGALTNDSSMDHDGQVDVVKEKTLSDIVESLIGAALLSPSSSSPSSPSSTSTALFVCR
ILHLIPSTISTLSDEFNKLLEELKHESVERNWSSRLNPPSLRHLQSLFSHTYRYPHLALESFTHPSLLASILPSYQRLGFLGDAWIDE
FIVSRIYTEGGGLVVLDPGEMTALKGVLASNAALSALGVKLGLHKFIASNSAVLVESIAKYGKGLEKVLRKGGGEGQYWTKAGMVQV
PKAVADVVEASFASIVVDSGFDQDTAQRVFGRIFTPFYDEHRKWEDLRVGESTFPAVSRGEGVGGGVMLEVSTNLVDLPATIASDVGD
NDGEEAIMRALLTPVNVEFKVRGNTIAKIKGVLAKTPLHLTRALSKLRPLSMDDSPILALNSSDDEEEEEMQTDQPSNLEQPDEEMP
QANAATIPNHODDQAGPTEALKPQTNQONWEDMIDYQEHLLLQLARTLGWKSTIQTPLTSPATAEEKEEVVMTLAKIRDLILPPPSSSS
SSDSAK

>ENA| SAM86482 | SAMB86482.1 Ustilago bromivora related to cell cycle control
protein dicer
ATGCTCTCGCATGGGAACAGGGACGAGCAGAGAAGGCTTACCTTTGTCGATGCGGATGATACATATAGCCCAACTCTGCAGCCCACT
CCCTCCTCATCCTCTTCAGCACCTCCCTTCGTCGAGCAAGGTCCCCGTCCTCCCCCTTCTTCCGCACCAGCACAAGTAGCCTCACCA
CTCTCTTCCCTCAAGGTCTCCGACACCATGTCCAAGCGTACACGAGCTGACTCTCTTCCACATGGCCCCCGTGTCCCTCGATCGGGT
TACACTGCAACTTCGTCCTCCTCGTCATCCGACGACCTCCCAATTCCACCCCTCGAAGACAACGATGACGACGACACCGAAGAATCC
GCCTCGCGCAGACGCCAGAAGGTGATAGCTCACATCTCCGCTCAAACCTCCGTCGATCCTTCCAATCAACTCCGCTCCGATCAGCTC
GCCACCGTACCCCGCTCTTACCAACTCGAGCTCGCTGAGTTAGCAAAAGCGGGAAACGTTCTGGTCTGTCTAGATACAGGAAGCGGA
AAGACTCTCATCTCTGTTCTGCTTTTGCAGTATGTTCACCAACACTCTTCTCCTGCTCGTACTTCATCTCTGGCTCCGTCTTCGGAG
GCTCAACCTTTCTCCTCACCCGCTCCGCAGCGCAAAGTCGCCTTCTTCCTCGTAAACCTAGTCCCTCTAGTTCACCAACAATCATCC
GTCATCGCCGGTAACTCCCGCCTCTCGGTCGGTAAGCTCTATGGCGAACTCAAAGATTCTCTCCGCAGCAAATCCTCCCAACTTGCT
GTCGACAATTGGCGTTCTCCGCAATGGTCCGCCCTGCTCGCATCGCACCAAGTGATCGTTTCAACCGCACAATGCTTCCTCGACGCT
CTAATTCACGGTTTTATCAAGATGTCCGATCTCAACCTTCTCATTTTCGATGAAGTTCACCATGCCCTCAAAAATCACCCTTTCTTT
TGCATCATGAAGTATTATAGACTGGCCAAGGAGGAAGAGCGGCCAAAGATCTTTGGGATGACGGCTAGTCCCATTTTTACGGGGTCA
GGCAGATTTGATGAAGCGAGCGAGTATTTGCAACGGACGATGGATGCTAGGATTCACACTGTCAGTAGGGGAGCGTTGAGGGAATTG
GAGGAGGTGAAGAGGCGACCAGAGGAAATGGTGGTTGAGTTTGAGCCTTATCTTACTGTGGTTGATGAACCGTGGAATGCAGGTGCG
GTCAAGTATTCGGAGCTGAGTATGGATATGATTGAGTTGTTCAGCAAGAAGGTCGATCTCGAAATTTGCCTAGACGATGAGGAGGAG
GTGGTGGATCCGAGGACGCTTGTTAGTGATGAATGGATAGTCGAAGCTGCTTCCGCCCATCGCTCTGCCAGTGTAGCTCCCTCTGAC
AGTCAAGGCCCGCCGAACTCCCAAACCACCACCACCATCACCACCACTCAACCTGGCTTAGGACTGGGCCTAACAGTAGCCCATCTC
TCCACCAACTCCGACCTAAATTCTCGCATCCTCCTCCATATGCGATCCCAACCTTGCATCCCCGACACACTCGGCCTCAACGCCACC
AATTCCTCCCCGAAACTTCTCCGCCTAATCGAGCTACTCCACTGCTTTGAACCCAGCAAGTCCTCCTTTTGCGGTATCATCTTCGTC
GAGCGCCGTCAAACAGCCACACTTCTTGTCGAGCTCATCAAGCGCATCCCCGGTCTCGAATTCATCCATCCCGAGTTCTTGCTAGGA
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CACGACAATGGCGCTGCGAATGGTGCGACATCTATCGCCGAAGAAGGCTTGGATATTCAGGCTGCCAACCTCGTCATCCGGTTTGAT
CTGTTTAATCGGCATATTTCCTTCCTGCAGTCCAGAGCGCAGGCCCGAGAGCGAAGGAGAGTAGGTTCATTTTGATGGCTGAGAAAGGG
AATAAGGAGCACGCCGGGGCCATTCTGAATGCGTTTAAAACCGAGGCTAATAGAGCGAAGTGGTTGGATGGAATTGCTGAACCGCAT
CTCGCTATGCGGGATTGGGGTGAGGATTGGCAGCAAAAACTTCGCATCGACGCCGATAACCAGGAGGGAGTTGGGGTGGAGGGGGGG
AAGGAGGAAGAGTGTATGTTCGAACCAACCACAGGCGCACGTTTGTTCCCGGAAGAC

CTCGACTCAAAAAGGCTAAGGATGGT
GTAGTGGGATTGGTTAACCCTCATCATCAGGCTTGGCGGGGAAGCGGAAAACCGATCAATGTGCCGAGTAAGAAGCTGGACGGTTGG
GCGCGCTTCGCCTCTTCCCACCACCACGCTACGGGACAGGGATGGTGCGCAACGTTATTGCAACTGGATAAATTCGACGAAGGATAT
GAGCCACTATTGCTGCTAACCCGCGGTGCTTTACCCGAGACGAAGCTCTTGAAGCTGCTCCATGCGGGTTCGGGCCAGATGAAGGAT
CTGCATCCCAAACCTCTCCGGATTGCTGCCGAGCTTGATTCGGAGCTCATGGGAAAGGTGGTAGAGTTCACGAAATTCGTCTTCAAG
CTTATCAGCCGGAAAGATGGGCATTTGCCAAAAGGGAAGAGGTTGAGTTGGCAGACGATTGAGAAGGGGCAGCCGACGGTACTCGTT
CTTCCCGTTCGCATTGCTGCTGAGGAGGTGCAAAGTGTGGGTGATGTAGCATTGGATTTTCCCCCATCGCTGGATCTCACTCAACTA
GATCTGAACGCGGAGGGATCGGAGCAGAAACTGAAGGGTAGAACTCTGGTTAGGCAGCACGGCTACCACTCGCACTCGCTTTACCAG
TTTGAGAGCATTCGATCGGGTCTCTGTCCCAACTCGCCACTCTCGTCTGGTGCAGCAGGGGAAACATATCTAACTCAGCATATGAAG
ATGTACGCTCGTCACCAAGCATCGGCCGACGAGCACGAGGTGGAAGTGCTAGCTGCTCAACTCGCGAATCAACCCTTCCTGAGTGTT
CGGAAGTTGCCCAAGATCAGCAATCTTCTCTCTCCTCCCCCCTCGATTTCTTTCTCCGCCACTCCTGCTGCGACGCAGGGCGCAAGG
TTGATCGTGCCGCACTTTTACGCACTTCATCCGCTCCCTTCCACTCTTCTCCGCTCGATCCTTCTCCTACCCTCCATCTTTACTCGG
TATGACCAACTTCTTTTGGCTCAAGCGTGCAATAATGATCTCCTCGAGGGGAGATTGGACAAAGATAAAGTCCTCGAAGCCCTCACC
TCCCCCTCCGCCGGCTCTGCGTTCGACTATAAACGGCTAGAGTTCCTCGGAGACACCTTCCTAAAACTCGTCGCTACATGTCACACC
TTCACAACCCACCTCGGCCGAACAGAGGCAGAGCTACACATGGCTAACAAAGGCATTGTTACCAATGTTCGCCTTCTGAAAGAAGCA
AAGCGATTGGGGTTGGAAAAGTATGCTATTCTACCCAGCTGTAATCTCTTGCCGCGTCGGTTTACTGCTCCTGTTATCGGCAGTGTA
GGAGGTGCACTCACAAACGATTCATCCATGGATCACGACGGGCAGGTGGATGTAGTGAAAGAAAAAACTCTAAGCGATATAGTAGAA
TCTCTCATCGGCGCTGCTCTCCTCTCCCCTTCCTCCTCCTCCCCCTCCTCTCCTTCCTCCACGTCTACTGCGCTTTTCGTATGTCGA
ATTTTGCACCTGATCCCATCTACCATCTCAACGTTGTCCGATTTCAACAAGCTCTTGGAAGAACTCAAACACGAATCGGTAGAAAGA
AACTGGTCTTCCCGACTCAACCCTCCGTCTCTAAGGCACCTACAATCGCTCTTCTCCCATACATACCGATACCCGCATCTGGCACTA
GAATCTTTCACCCACCCCTCTTTGCTCGCTTCCATCCTGCCCTCCTACCAGCGGTTGGCGATTTCTGGGAGATGCTTGGATAGACTTT
TTTATTGTCTCCCGAATCTACACCGAAGGCGGGGGTTTGGTGGTGTTGGATCCTGGAGAAATGACGGCACTCAAAGGCGTACTAGCC
AGCAATGCCGCGCTGAGTGCGTTGGGGGTTAAGTTGGGACTGCATAAGTTTATTGCTAGTAACAGTGCGGTTCTTGTGGAGAGCATT
GCAAAATACGGCAAGGGGTTGGAGAAGGTGTTGCGAAAAGGTGGGGGTGAAGGACAGTATTGGACAAAAGCAGGGATGGTGCAGGTG
CCTAAGGCGGTTGCGGATGTAGTAGAGGCTAGCTTTGCGAGTATAGTTGTGGATAGT GGGTTTGATCAAGATACTGCCCAGCGGGTT
TTTGGGAGGATTTTTACGCCGTTTTATGACGAGCATCGCAAATGGGAGGATTTGAGGGTGGGCGAGAGTACCTTTCCAGCTGTTTCA
AGAGGCGAGGGGGTGGGAGGAGGGGTGATGTTGGAGGTGAGCACGAACTTGGTTGATTTGCCTGCGATCGCAAGCGATGTCGGGGAC
AACGATGGGGAGGAGGCTATCATGCGCGCTCTTCTTACGCCGGTCAACGTCGAGTTTAAGGTGCGCGGGAACACGATTGCGAAGATT
AAAGGCGTGCTGGCTAAGACTCCCTTACATCTGACCCGAGCTCTTTCGAAGCTCAGACCTCTTTCCATGGACGACAGCCCTATTCTG
GCGTTGAATTCGAGCGACGATGAGGAGGAGGAGGAGATGCAAACTGATCAACCATCCAATCTGGAGCAACCGGACGAAGAGATGCCA
CAAGCCAACGCCGCCATTCCGAACCATCAAGACGATCAAGCTGGACCAACGGAGGCATTGAAACCGCAAACAAACCAGAATTGGGAA
GACATGATCGACTACCAAGAGCATCTCCTTCTTCAGCTAGCTAGGACCTTGGGTTGGAAGTCAACCATTCAAACCCCCCTCACTTCT
CCCGCCACTGCTGAGGAAAAGGAAGAGGTAGTGATGACTCTGGCTAAGATTCGAGATCTCATCTTGCCTCCCCCCTCCTCCTCCTCC
TCCTCTGACTCTGCTAAGTGA

Ustilago trichophora

Taxonomia
e Dominio: Eukaryota
e Reino: Fungi
e Filo: Basidiomycota
e C(lase: Ustilaginomycetes
e Orden: Ustilaginales
e Familia: Ustilaginaceae
e Género: Ustilago
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DCL1

llustracion o. Estructura de DCL1 de U. trichophora. Imagen elaborada en SnapGene a partir de
informacién en Pfam.

>tr |AOASC3EQA4 |AOASC3EQA4 9BASI Related to cell cycle control protein dicer
0S=Ustilago trichophora OX=86804 GN=UTRI 06681 B PE=3 SV=1
MSRQGDHEVREGQFALAGSLCAPIDSSFQHTGAGEEVSADEPTFRSVRHETHSSDTRTRAMGAPPSSSDLPPLSDLKSELLHTTAPA
QLAQDLYALQISENMTKRFRDLGDSPGAGQDDTPTSSPDAIPSPPVEDEDRRKRQRILHHI SAQTSVDPCDQLRSDQLAFIPRAYQL
ELAELAKSGNVLVCLDTGSGKTLISVLLLQHVHQQSVERPFSPPESHASASRSRKVSFFLVNLVPLVHQQSSVIAGNSTLSVGKLYG
ELKDSIRGKNDKLTVDTWREPQWSALLVSHQVIVSTAQCFLDALIHGFIKMDDLNLLIFDEVHHALKNHPFFRIMKY YRLAPDHQRP
KIFGMTASPIFTGTGEFDEASRYLOKTMHARIHTVSKETLQSLKEVKQRPEEMVVEYDSYRTVLDDDVDGAQLSDLSLEMIATFGKN
PDVDDEEVLDSVTEHFEKEVRPKLEYTMRHLGPLGCDLLWHSTLLE YRSRARKWINIDRDKRTLVSDDWIVDASMRT STLTPPESQG
SSNGDGGSPGSGSQSSGSGSGLGLGLAVAHLSTNSELNQRILLOMRSRPILPNALSLNTNNAS PKVLRLIEMLKCFEPSKARFCGT T
FVERRQTATLLVELIKRVPGLEFIHPEFLLGHENGSASGGAPGMDWHDQVQVLNRFRRRKPTNLLVATSIAEEGLDIQAANLVIRFD
LENRHISFLOSRGRARAKESRFIIMAETGNRDHAQAILNAFNTEANRSTWLEGIAENHDAGCWDEEWQHKLRVEADDDDVAGGEVCI
YEESTGARLFAE

RTEVQKANSAGGKVNPHHKAWRGSGKPIDVPVKKMDGWARFIVSRDAGEEEAKGVYHATYLPLDGEDG
SFOQPLVLLVRGGALPETKLLKLFHSSGRLKDVRPKSLGAIPSLSKDDVEAATRFTKFIFKLVGRKDI HRANDKSKNLTPRSDDEDGE
PAVLILPVRRAAGVTEVHTPSDLESDFPTSLDCIPFDLSESQLRDRVLVROQHGYHSHSLYRFNSIRPDLTPNSPLTSNDTDTYLTQH
LRMYGRFHSTRSIPPEDMSTVLALELANTPLLEVTKMAKVONVLSPNPAQORNTLPAASRLIVPYFYLVHPLPLSLLHSVLLLPSIL
TRYDQLLLAQACNVDLESGQIDTDLVLEALTSPSAGSGFDYERLEFLGDTFLKLVATCHTFTTHLSRTEAELHLANKGILTNVRLLS
EAKRLRLDKYGLFAGSRMVAKRFVGPMVGGVGGRLVDRGMVVVDDVEVGKEFEVDRIKEKTLADI TEALTIGAALLTS GTQCALSICR
RFHLIPHTILTLSDENTLLLDLKSQSVVESWQSRVSLSALHHLOHLFSHEYRYPHLGLEAFTHPSLLASVLPSYQRLEFLGDAWLDE
HIVMRIYGQNEQLSPGELTALKGLLASNSTLSALGHRLGLDKYVASNSAVLCDTIRNYADSLDSIVKSLDKNKDGAEEEQGQYWHDL
PSHVIVPKAIADVVEASFASIVVDSEFDEETTQRVEFDRIFVPFYDTYCRFDAVRVRDVKRMVEYLFGIVRRGVVVGSLGMSFGRVCT
NLMELGLELEGEEGEECLVRAMLSEIIVELKVGDMVVGRCEVLPKSPTHLGRAVGIVKEIEKLOQHWFCS SSFFTASSLLAAVGKDDD
DDDDDHDDMEPDEQATRSEIDQVQOHDONQLEETESSKDKPICTTLLSSEATNLVDQLDKHQHLILELTIRTLGWKSIFQSLNTSSLIN
HDDGDGDGDGDRGYSLGQLRRLIWHQE

>ENA|SPO31957|SP031957.1 Ustilago trichophora related to cell cycle control
protein dicer
ATGTCTCGTCAAGGAGACCACGAAGTGCGGGAAGGGCAATTTGCCCTCGCGGGTTCCCTTTGCGCCCCTATAGACTCAAGCTTTCAG
CACACCGGTGCTGGCGAAGAAGTAAGCGCAGACGAGCCTACTTTCCGCAGCGTACGACATGAAATTCACTCTTCGGATACACGAACC
CGCGCAATGGGTGCCCCACCATCTTCGTCCGACCTCCCACCACTTTCCGATTTGAAATCAGAGCTCCTCCATACTACTGCTCCCGCC
CAGCTAGCACAAGATCTCTACGCACTTCAGATTTCCGAAAATATGACCAAGCGGTTTCGTGATCTAGGAGACTCACCTGGTGCAGGC
CAAGATGATACACCGACCTCATCACCTGATGCCATCCCATCTCCTCCCGTGGAAGACGAAGATCGAAGGAAACGGCAGAGGATTCTC
CACCACATCTCTGCTCAAACTTCCGTCGACCCTTGCGACCAGCTACGCTCCGATCAGCTAGCATTTATCCCTCGCGCTTATCAACTC
GAACTTGCTGAGCTCGCCAAGTCCGGCAACGTCCTCGTCTGTCTCGATACTGGCAGCGGAAAGACTCTCATCTCTGTCCTACTTCTG
CAACATGTTCACCAACAAAGCGTCGAACGACCTTTTTCTCCCCCCGAATCTCACGCTTCCGCCTCTAGATCCCGCAAAGTCTCCTTC
TTCCTCGTCAATCTGGTCCCCCTCGTCCACCAGCAATCCTCCGTCATCGCAGGCAACTCCACCCTCTCCGTCGGAAAACTCTACGGT
GAGCTCAAGGACTCCATCCGCGGCAAGAACGACAAGCTCACCGTCGACACCTGGCGTGAACCTCAGTGGTCTGCGCTATTGGTATCA
CATCAAGTCATCGTTTCCACCGCCCAATGCTTCCTCGACGCCCTCATCCACGGTTTCATCAAGATGGACGATCTCAACCTGCTCATC
TTTGACGAGGTCCACCATGCCCTTAAAAACCACCCCTTTTTCCGCATCATGAAGTACTATAGGCTCGCACCTGATCATCAGAGACCC
AAGATCTTTGGCATGACTGCAAGTCCCATTTTCACAGGCACAGGAGAGTTTGATGAAGCGTCGAGGTATTTGCAGAAGACGATGCAT
GCTAGGATCCATACGGTATCAAAGGAGACGCTGCAAAGTTTGAAGGAGGTGAAGCAGAGGCCGGAGGAAATGGTTGTCGAATACGAT
TCGTATAGGACTGTGCTCGATGACGATGTGGATGGGGCACAGTTGTCGGATCTCAGCCTGGAGATGATCGCTACCTTTGGCAAGAAT
CCTGATGTGGACGACGAAGAGGTGCTCGACTCAGTCACGGAGCACTTTGAAAAGGAAGTGCGGCCCAAGCTCGAATACACCATGCGG
CATTTGGGCCCGCTCGGCTGCGACCTGCTTTGGCACAGCACCCTGCTCGAGTACAGATCCCGCGCACGCAAATGGATCAACATCGAT
CGAGATAAGCGCACCCTCGTCAGCGACGACTGGATCGTAGATGCCAGCATGCGCACTTCGACCCTCACTCCTCCCGAGAGTCAAGGT
AGCTCCAATGGAGACGGGGGTAGTCCTGGGAGTGGATCCCAATCGTCCGGCTCCGGGTCGGGCTTGGGACTTGGTCTGGCGGTCGCA
CATCTCTCTACCAACAGCGAGCTGAATCAGCGCATCCTTCTGCAGATGCGATCGAGGCCTATACTGCCGAACGCTCTCTCGCTCAAC
ACAAACAACGCTTCGCCTAAGGTGCTCAGGCTGATCGAGATGCTGAAATGCTTCGAGCCGAGCAAAGCCGAGTTTTGCGGCATCATC
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TTTGTCGAGCGTCGCCAGACGGCTACTCTTTTGGTGGAACTGATTAAACGTGTACCTGGTTTGGAGTTTATTCATCCCGAATTCCTG
CTTGGCCACGAGAATGGTAGTGCCTCCGGTGGCGCTCCTGGGATGGACTGGCATGACCAAGTGCAAGTGCTGAATCGCTTCCGCCGT
CGTAAACCCACCAACTTGCTCGTGGCCACCTCGATCGCCGAGGAAGGACTCGACATTCAAGCAGCCAACCTCGTTATCCGCTTCGAC
CTCTTCAACCGCCACATTTCCTTCCTCCAATCACCTGCGACGCGAGCCCGTGCCAAGGAAAGCAGATTCATCATTATGGCCGAGACCGGC
AACCGCGATCACGCACAAGCGATCCTCAACGCTTTCAACACAGAAGCCAATCGGAGCACTTGGCTTGAAGGGATCGCCGAGAACCAC
GATGCGGGGTGCTGGGATGAAGAATGGCAGCACAAGTTGCGGGTTGAAGCGGACGATGATGATGTTGCGGGGGGCGAAGTGTGCATC
TATGAGGAAAGTACGGGTGCAAGGCTGTTTGCGGAAGAT

AGGACTGAAGTCCAAAAGGCCAACAGTGCA
GGCGGAAAGGTGAATCCGCATCACAAGGCCTGGAGGGGCAGTGGAAAGCCGATCGATGTGCCGGTGAAAAAGATGGATGGTTGGGCG
AGGTTCATTGTCAGCAGGGATGCAGGAGAGGAAGAGGCGAAGGGAGTGTATCATGCGACCTATCTTCCACTGGATGGCTTTGACGGG
TCGTTCCAGCCGCTGGTCCTGCTTGTGCGTGGCGGGGCTTTGCCGGAGACGAAACTGCTGAAGCTATTTCATTCGTCGGGTCGGTTG
AAGGATGTCCGTCCAAAGTCACTCGGCGCGATTCCCTCGCTTAGCAAGGACGATGTCGAAGCTGCTACGCGCTTCACCAAGTTCATA
TTCAAGCTCGTTGGCCGTAAAGACATCCATCGCGCTAATGACAAATCGAAGAATTTGACTCCTCGTAGCGACGACGAAGACGGAGAG
CCGGCAGTCCTCATTCTGCCCGTTCGCAGAGCCGCCGGCGTTACAGAGGTACATACGCCCTCCGACCTCGAATCTGATTTTCCCACC
TCGCTCGATTGCATCCCCTTCGACTTGTCCGAATCACAACTGCGAGACCGCGTCCTGGTCCGACAGCACGGCTACCACTCGCATTCC
TTGTATCGGTTCAACAGCATCCGACCCGATCTGACGCCCAACTCACCCCTCACATCCAACGATACTGACACCTACCTCACCCAGCAT
CTTCGAATGTACGGTCGATTCCACTCGACCCGATCCATCCCACCCGAAGACATGTCTACCGTCCTTGCGCTCGAGCTGGCCAACACA
CCCCTCTTGGAAGTCACCAAGATGGCCAAAGTGCAGAATGTTTTGTCTCCCAACCCTGCACAACAGCGAAACACTTTACCAGCAGCA
TCTCGTTTGATCGTTCCATATTTCTACCTTGTCCATCCACTCCCCCTCTCCCTCCTCCATAGCGTCTTACTCCTCCCCTCGATCTTG
ACGCGGTATGACCAGCTTCTATTGGCGCAAGCTTGCAATGTCGATCTATTCTCTGGCCAGATCGACACCGATTTGGTGCTAGAAGCG
CTGACCAGCCCGTCAGCGGGATCTGGATTCGACTACGAACGGTTGGAGTTTTTGGGAGATACATTTCTCAAACTCGTCGCCACCTGT
CATACGTTTACGACTCATTTGAGTAGGACAGAGGCAGAATTGCATTTGGCCAACAAGGGGATTTTGACCAATGTGAGATTGTTGAGC
GAGGCAAAGAGGTTGAGGTTGGACAAGTATGGGTTGTTTGCCGGATCGAGGATGGTTGCAAAGAGATTTGTGGGTCCGATGGTTGGT
GGGGTGGGTGGGAGACTTGTTGACCGGGGAATGGTTGTGGTGGATGATGTCGAGGTGGGCAAGGAGTTCGAGGTGGATAGGAT CAAA
GAAAAGACTCTTGCTGACATCACTGAAGCCTTGATCGGCGCAGCTCTCCTCACCTCGGGCACACAATGCGCTCTCTCCATCTGTCGA
AGATTTCACCTTATCCCTCACACCATCTTGACGCTTTCGGATTTCAACACTCTGCTTCTCGACCTAAAATCGCAATCTGTCGTCGAA
TCCTGGCAATCCCGCGTCTCCTTATCCGCCCTGCATCATCTGCAACACCTTTTCTCTCACGAATATCGATACCCTCATCTTGGTTTG
GAAGCCTTTACCCATCCTTCATTGCTTGCCTCGGTTTTGCCTAGTTACCAGCGGTTGCAGTTCTTGGGAGATGCTTGGTTGGATTTC
CACATTGTGATGCGCATCTATGGGCAAAACGAGCAACTTTCTCCTGGAGAGCTGACCGCGTTGAAGGGTTTACTGGCGAGCAATTCT
ACGCTGTCTGCGTTGGGGCATCGCTTGGGTCTTGATAAATATGTGGCGAGTAACAGTGCGGTGCTATGCGATACGATTAGGAACTAT
GCCGATTCTCTCGACTCTATAGTGAAATCTTTGGATAAAAACAAAGATGGAGCAGAAGAGGAACAAGGGCAGTACTGGCATGATTTG
CCTTCACATGTGATTGTGCCAAAGGCAATTGCGGATGTGGTAGAAGCGTCTTTTGCGAGCATTGTGGTGGATAGCGAATTTGATGAG
GAGACTACGCAGAGGGTGTTTGATCGGATTTTTGTGCCTTTTTATGACACTTATTGTCGATTTGATGCGGTTAGGGTTAGGGATGTC
AAGAGGATGGTTGAATATTTGTTTGGGATTGTGAGGAGGGGGGTGGTGGTTGGAAGTTTGGGGATGAGTTTTGGACGGGTGTGTACG
AATCTGATGGAGTTGGGTTTGGAGTTAGAAGGTGAAGAGGGGGAAGAATGTTTGGTGCGAGCAATGCTAAGCGAGATTATAGTGGAA
TTAAAGGTGGGGGATATGGTGGTGGGGAGATGTGAGGTTTTGCCCAAGAGTCCAACGCATTTGGGTAGAGCGGTTGGGATTGTGAAA
GAGATAGAGAAGTTGCAGCATTGGTTTTGCTCTTCCTCATTCTTTACTGCTTCTTCCTTGCTTGCTGCTGTTGGTAAGGATGACGAT
GATGACGATGACGATCACGATGATATGGAGCCGGACGAGCAAGCAACTAGAAGCGAGATTGATCAAGTTCAACACGATCAGAACCAA
CTTGAAGAAACAGAATCATCAAAAGATAAACCGATTTGCACCACTCTCCTTTCTTCAGAAGCGACAAATTTGGTGGATCAACTGGAT
AAACATCAACATCTCATTTTGGAACTCATACGTACTCTAGGATGGAAGTCAATTTTCCAATCTCTCAACACCTCTTCCCTTATCAAT
CATGATGATGGTGATGGGGATGGGGATGGGGATCGAGGGCTACAGTTTGGGTCAATTGCGAAGGTTGATTTGGCATCAAGAGTAA

DCL2

llustracion p. Estructura de DCL2 de U. trichophora. Imagen elaborada en SnapGene a partir de
informaciéon en Pfam.

>tr |AOASC3EMFEF5 | AOASC3EMES 9BASI Related to cell cycle control protein dicer
0S=Ustilago trichophora 0X=86804 GN=UTRI 06681 PE=3 SV=1
MSRRGNHKMRQAQFAHAHAVCAPLDSSSQHAGADGEGSADEPAFRTVKQTYEAHFSDTYPRAMDLPPSSSDFPPPSNLDTELLHTTA
PVQLSQHLSALQISETMTKRTRGLEESPGAGQYDTPTSSPDTTPSPPEQDDRRKRQRIIDHISAQTSVDPSDQLRSDQLACTPRSYQ
LELAELAKSGNVLVCLDTGSGKTLISVLLLQHVHQQSIEPPLSPPSGSHASAFERRKVS FFLVNLVPLVHQQSSVIAGNSNLSVGKL
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YGELKDTIRGKNNKLTVDTWREPQWSALLASHQVIVSTAQCFLDALIHGFVKMDHLNLLIFDEVHHALKNHPFFRIMKYYRLAPVHQ
RPKIFGMTASPIFTSTGEFDEASRYLOQKTMDARIHTVSNETLOSLKEVKQKPEEMVVEYDSYNTVLDDEEDGAQLSELSLEMIATFEG
KSPDGDDDVVLDPVTEHFEKEVRPKLEY TMRHLGPLGCDLLWHSTLLEYRSRARKWVNIHRDKRTLVSDDWIVDASMRTSTLTPPES
QGSSSGDGGSPGSGSQSTGSGSRLGLGLAVAHLSTNSELNQRILLHMRSQPTLPNTLSLDANNVSPKVLRLIETLKCEFEPSKAEFCG
IVEVERRQTATLLVELIKRVPGLEFIHPEFLLGHENGNASGGAPGMDWHDQVQALNRFRRRNPTNLLVATSIAEEGLDIQAANLVIR
FDLENRHISFLOSRCGRARAKESRFIIMAETGNRDHAQAILNAFNTEANRSTWLKGIAENHDAEYWEEEWLQKLRVEADHDVEAGEEE
CIFEEATGARLFAED

IDRSEVKRANSAGGKVNPHHKAWRGSGKPIDVPVKKMDGWAREFVASRDAGEEEGKGVYHAIFLPLDDF
DGSFQPLVLLTRGGALPETKLLKLLHSSGRLKDVRPKSLGATIASLSNDDVEAATREFTREVFKLIGRKDPHRVHGKSKDSTSRSDDRD
GEPTVLVLPVRRVAGVTKVQTASDVESDFPPSLDRAPFDLSESQLOGRVLVRQHSYHSHSLYRENRIRPDLTPNSPLASNDTDTYLT
QHLRMYGRFHSTRSIPPEDMSTVLSLELANMPLLEVTKMAKVONLLSPTPAQORDTRPTSASRLIVPYFYLLHPLSLNLVQSVLLLP
SILTRYDQLLLARACNADLEFSGRIDTDLVLEALTSPSAGSGFDYERLEFLGDTFLKLVATCHTFTTHLSRTEAELHLANKGILTNVR
LLNEARRLKLEKYGLFAGARIVAKREFVGPMAGEVGGRLVAEPGKEEMGVVVDDVEVVKGEDVDRIKEKTLSDITEALIGAALLTSGT
SCALFICRTLHLIPGTILTLSDFNALLLDLKSQSVAESWQSRVSLSALHHLQHVFSHVYRYPHLGLEAFTHPSLLASVLPSYQRLEF
LGDAWLDEFYIVTRIYAQHDRLSPGELTALKGLLASNSTLSALGHRLGLHSYVASNSTVLCETIKHYARSLDTIVTALNESKDEAETE
HGOYWODLPSDVIVPKAIADVVEASFASIVVDSEFDETIAQRVEFDRIFAPEFYDAYCREFDRVRVRDAKRVVEFLEFGIVRREVVVVDVA
GSGGVRVVEVRTNLIELGMEREGEEEEERLVRAMLTEIKVELKVADMVVGRCEVLPKSAMHLTRAIGIVTEIEKLQHQLYFSSYLTA
SPSPQAVDDDDKDENDPDEPSQQODASQDKPSYTSPAQVVEQLDEFQHLLLELAQTIGWKYIFQSTSSPLDDDHGDAGRPYSLAQLRK
FVLGEG

>ENA | SP031844|SP031844.1 Ustilago trichophora related to cell cycle control
protein dicer
ATGTCTCGTCGAGGTAACCACAAAATGCGGCAAGCACAATTTGCCCACGCCCATGCCGTCTGCGCACCTTTAGACTCAAGCTCTCAG
CACGCCGGCGCTGATGGAGAAGGAAGTGCAGACGAACCTGCTTTCCGCACCGTCAAACAGACGTATGAAGCCCACTTTTCGGATACA
TATCCTCGCGCAATGGATCTCCCACCATCCTCGTCCGACTTCCCACCACCTTCCAATTTAGATACAGAGCTACTCCACACCACTGCT
CCCGTTCAACTGTCACAGCATCTTTCCGCCCTTCAGATCTCCGAAACTATGACCAAACGTACTCGTGGTCTAGAAGAGTCACCTGGT
GCAGGCCAGTATGATACACCGACCTCTTCACCCGATACGACCCCATCTCCTCCAGAGCAAGACGATCGCAGGAAACGGCAGAGGATT
ATCGACCACATCTCTGCCCAAACCTCTGTCGACCCTTCTGACCAGCTCCGCTCCGATCAGCTAGCATGCATCCCTCGTTCATACCAG
CTTGAACTCGCCGAGCTCGCCAAGTCCGGAAACGTTCTTGTCTGTCTCGATACTGGCAGTGGCAAGACGCTCATCTCTGTCCTACTG
CTGCAGCATGTTCACCAGCAAAGTATCGAACCACCTCTTTCTCCCCCGAGTGGTTCCCACGCTTCCGCCTTCGAGCGCCGCAAAGTT
TCATTCTTTCTCGTCAACCTAGTTCCCCTCGTCCACCAGCAATCCTCCGTCATCGCAGGCAACTCGAACCTCTCCGTCGGAAAALCTC
TATGGCGAGCTCAAGGATACCATCCGTGGCAAGAACAACAAGCTCACCGTCGATACCTGGCGTGAACCTCAATGGTCTGCGCTCTTG
GCATCGCATCAAGTCATCGTCTCCACCGCCCAATGCTTCCTCGACGCCCTCATCCACGGTTTCGTCAAGATGGACCATCTCAACCTG
CTCATCTTTGACGAGGTGCATCATGCGCTCAAGAACCATCCCTTTTTCCGCATCATGAAGTACTACAGGCTCGCACCTGTGCATCAG
AGACCCAAGATCTTTGGAATGACTGCAAGCCCGATTTTCACAAGCACGGGGGAGTTTGATGAAGCATCGAGGTATTTGCAGAAGACG
ATGGATGCCAGGATTCATACGGTTTCGAACGAGACACTGCAGAGCTTGAAGGAGGTGAAACAGAAGCCGGAGGAAATGGTTGTAGAG
TACGATTCGTACAACACTGTGCTCGATGATGAAGAGGATGGGGCACAGTTGTCCGAGCTCAGCCTCGAAATGATCGCCACCTTTGGC
AAGAGTCCAGATGGAGACGACGATGTGGTGTTGGATCCAGTCACGGAGCATTTTGAAAAGGAAGTGCGGCCTAAGCTCGAATATACC
ATGCGACATCTGGGACCGCTCGGATGCGATTTGCTGTGGCACAGCACCCTGCTCGAGTACAGATCTCGCGCTCGCAAATGGGTCAAC
ATCCATCGAGATAAGCGCACCCTCGTCAGCGACGACTGGATCGTCGACGCCAGTATGCGCACTTCGACCCTCACGCCTCCCGAAAGT
CAAGGTAGCTCCAGTGGAGACGGTGGTAGTCCTGGGAGTGGATCTCAATCCACCGGCTCTGGGTCGCGCTTGGGACTGGGTCTGGCG
GTGGCACATCTCTCTACCAACAGCGAGCTGAATCAGCGCATCCTGCTGCATATGCGATCGCAGCCTACACTGCCGAACACTCTATCG
CTCGATGCGAACAATGTCTCGCCCAAAGTACTGCGCTTGATCGAGACGCTGAAATGCTTTGAGCCGAGCAAAGCCGAGTTCTGCGGG
ATTGTCTTTGTCGAGCGTCGCCAGACGGCTACTCTTTTGGTGGAACTGATCAARACGTGTGCCTGGTTTGGAGT TTATTCATCCCGAA
TTCCTGCTTGGCCACGAGAACGGTAATGCCTCAGGTGGCGCTCCTGGGATGGACTGGCATGACCAAGTGCAAGCGCTCAACCGATTC
CGGCGTCGTAATCCCACCAACTTGCTCGTAGCCACCTCGATCGCTGAAGAAGGGCTCGACATCCAAGCCGCCAACCTCGTGATCCGC
TTTGACCTCTTCAACCGCCACATCTCGTTCCTCCAATCGCGCGCGACGAGCCCGAGCCAAAGAGAGCCGTTTCATCATCATGGCCGAG
ACCGGCAATCGCGATCACGCACAAGCGATCCTCAACGCGTTCAACACAGAAGCTAATCGCAGTACATGGCTCAAAGGCATCGCCGAG
AATCACGATGCGGAATACTGGGAGGAAGAATGGCTGCAAAAGCTGCGGGTCGAAGCAGATCATGACGTGGAGGCGGGTGAAGAGGAG
TGCATCTTTGAGGAGGCTACGGGTGCAAGGCTGTTTGCCGAGGA

ATCGATCGGTCCGAAGTGAAAAGGGCCAAC
AGTGCAGGTGGAAAGGTGAATCCGCATCACAAGGCTTGGAGGGGCAGTGGGAAACCGATCGATGTGCCGGTGAAAAAGATGGATGGC
TGGGCGAGGTTCGTTGCCAGCCGGGATGCGGGAGAGGAAGAGGGAAAGGGAGTGTATCATGCGATTTTCCTTCCACTGGATGACTTT
GACGGGTCGTTTCAGCCGCTGGTGCTGCTCACGCGGGGCGGGGCTTTGCCGGAGACAAAACTGCTCAAGCTGCTTCATTCGTCGGGT
CGGTTGAAGGATGTCCGTCCAAAGTCACTCGGCGCGATTGCCTCGCTTAGCAACGACGATGTCGAGGCAGCTACGCGCTTCACCAGG
TTCGTATTCAAGCTGATCGGCCGTAAAGATCCCCATCGCGTCCATGGCAAGTCGAAGGATTCGACTTCTCGCAGCGACGACCGAGAC
GGTGAGCCGACAGTCCTCGTTTTGCCCGTTCGCAGAGTTGCCGGCGTCACAAAAGTGCAAACCGCCTCGGACGTCGAATCTGATTTC
CCCCCCTCGCTCGATCGTGCCCCCTTCGACCTCTCCGAATCGCAATTGCAAGGCCGTGTACTCGTTCGACAGCACAGCTACCACTCG
CACTCTCTGTATCGGTTCAACCGCATCCGACCCGATCTGACACCCAACTCACCCCTCGCATCCAACGATACAGACACCTACCTCACC
CAGCATCTCCGAATGTACGGTCGATTCCACTCGACCCGATCCATCCCACCCGAAGACATGTCGACCGTTCTCTCGCTCGAGCTGGCC
AACATGCCTCTGTTGGAAGTCACCAAGATGGCCAAAGTGCAAAATCTTCTCTCTCCCACCCCTGCACAGCAGAGAGACACTCGGCCA
ACATCAGCATCTCGATTGATCGTTCCCTATTTCTACCTCCTTCACCCGCTTTCCCTCAACCTCGTTCAAAGCGTCTTACTTCTCCCT
TCCATTCTGACGCGGTACGACCAGCTTCTCCTGGCGCGAGCTTGCAACGCCGATCTGTTCTCCGGCCGAATCGATACCGATCTGGTG
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CTGGAAGCGCTGACCTCCCCTTCCGCAGGATCTGGATTCGACTACGAACGGTTGGAGTTTTTAGGAGATACATTTCTCAAGCTCGTC
GCCACCTGTCATACGTTTACCACGCATCTGAGTAGGACAGAGGCAGAGTTGCATTTGGCCAACAAGGGGATTTTGACCAATGTGAGG
TTGTTGAACGAGGCGAGGAGGTTGAAGTTGGAAAAGTATGGGTTGTTTGCGGGGGCGAGGATTGTTGCGAAGAGATTTGTTGGGCCT
ATGGCTGGGGAGGTGGGTGGAAGGCTTGTTGCCGAACCGGGGAAGGAGGAGATGGGGGTGGTGGTGGATGATGTTGAGGTGGTCAAG
GGGGAAGATGTGGATAGGATCAAAGAGAAGACTCTGTCCGACATCACTGAGGCTCTCATCGGTGCAGCTCTCCTCACCTCCGGTACA
TCATGTGCGCTCTTCATCTGTCGAACACTCCACCTTATCCCTGGTACCATCTTGACGCTCTCGGATTTCAACGCTCTGCTTCTCGAC
TTGAAATCGCAGTCGGTCGCCGAATCCTGGCAATCCCGCGTATCCTTATCCGCCCTACATCACCTGCAACACGTCTTCTCGCACGTG
TATCGATACCCGCATCTGGGCTTGGAAGCCTTTACCCATCCATCGTTGCTCGCCTCGGTATTGCCTAGCTACCAGCGGTTGGAGTTT
TTGGGAGATGCATGGTTAGACTTCTACATTGTGACGCGGATCTACGCGCAACACGACCGACTTTCACCTGGAGAGTTGACGGCGTTG
AAAGGTCTACTGGCGAGCAACTCCACCCTGTCTGCGCTGGGTCATCGGTTGGGTCTGCACAGCTATGTGGCGAGTAACAGTACCGTG
CTTTGCGAAACGATCAAACACTATGCCAGATCTCTAGACACGATCGTAACAGCTCTCAACGAGAGCAAGGATGAAGCCGAAACAGAA
CACGGGCAGTACTGGCAGGACTTGCCATCCGACGTGATCGTACCAAAGGCAATTGCGGATGTGGTCGAAGCGTCTTTTGCCAGCATA
GTGGTGGATAGCGAATTTGACGAGACGATTGCGCAGCGCGTCTTCGATCGGATCTTTGCACCTTTCTACGATGCGTATTGTCGATTT
GATCGGGTGAGGGTTAGGGATGCGAAGAGGGTGGTTGAGTTTTTGTTTGGGATTGTGAGGAGGGAGGTGGTGGTGGTGGATGTAGCT
GGAAGTGGTGGGGTGAGGGTGGTTGAGGTGCGTACGAATCTGATCGAGTTGGGAATGGAAAGAGAAGGTGAAGAGGAGGAAGAGAGA
TTAGTTCGGGCGATGCTAACCGAGATCAAAGTGGAGCTCAAGGTGGCGGATATGGTGGTTGGGAGATGTGAGGTTTTGCCCAAGAGT
GCAATGCATTTGACGAGGGCGATTGGGATTGTGACAGAGATCGAGAAGTTACAGCACCAACTTTATTTTTCGTCCTACCTCACTGCC
TCTCCTTCACCTCAAGCTGTCGATGATGATGACAAGGACGAAAACGATCCGGACGAACCATCGCAGCAGGATGCATCCCAAGACAAA
CCGAGCTACACCTCACCAGCCCAAGTAGTCGAACAACTCGACGAGTTTCAGCATCTCCTCTTGGAACTGGCACAAACAATTGGATGG
AAGTACATTTTCCAATCTACCTCCTCTCCTCTCGATGATGACCATGGTGATGCGGGACGACCGTACAGTTTGGCTCAATTGCGAAAG
TTTGTTTTGGGCGAAGGGTAA

Ustilago hordei (strain Uh4875-4)

Taxonomia
e Dominio: Eukaryota
e Reino: Fungi
e Filo: Basidiomycota
e C(lase: Ustilaginomycetes
e Orden: Ustilaginales
e Familia: Ustilaginaceae
e Género: Ustilago
e Especie: U. hordei

DCL

llustracion q. Estructura de DCL de U. hordei. Imagen elaborada en SnapGene a partir de informacién
en Pfam.

>tr|I2FNB7|I2FNB7 USTH4 Related to cell cycle control protein dicer
0S=Ustilago hordei (strain Uh4875-4) 0X=1128400 GN=UHOR 08937 PE=3 SV=1
MSKRTRADSLPHGPRIPRSGYIATSSSSSSNDLPIPPLVDSDDDDTEESASRRRQKITIARISAQTSVDPSDQLRSDQLATVPRSYQL
ELAELAKAGNVLVCLDTGSGKTLISVLLLQYVHQHSSPPPTPSLAPSSGAQPFSSPAPQRKVAFFLVNLVPLVHQQOSSVIAGNSRLS
VGKLYGELKDSLRSKSSQLAVDDWRSPQWSALLASHQVIVSTAQCFLDALIHGFIKMSDLNLLIFDEVHHALKNHPFFRIMKYYRLA
KEEERPKIFGMTASPIFTGSGRFDEASQYLQRAMDARIHTVSRGALRELEEVKRRPEEMVVEFEPYLTVVDEPWNADAVKYSELSME
MIELFSKKVDLEICLDDEEEEVDPLTEAFEKEVRPKLEYTMRHLGPIGCDFFWHSTLLEYRSRARKWANIDRNQRTLVSDEWIVEAA
STHRSSSVAPSDSQGPPNSQTTTTTITTTTQPGFGLGLTVAHLSTNSDLNSRILLHMRSQPCIPDTLGLNATNSS PKLLRLITELLHC
FEPSKSSFCGIIFVERRQTATLLVELVKRIPGLEFIHPEFLLGHDNGAANGGAPGMDWHDQVQVLNRFRRRKPTNLLIATSIAEEGL
DIOAANLVIRFDLENRHISFLOSRGRARAKESRFILMAEKGNQEHAGTILNAFKTEANRAKWLDGIAEPHLAMPDWGEDWQQKLRID
TDSQEGVGVEGGEEEKCMFEPTTGARLFPED
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PRLKKAKDGVVGLVNAHHQAWRGSGKPINVPSKKLDGWARFAS SHHHAMGQGWCA
TLLQLDKFDEGYEPLLLLTRGPLPETKLLKLLHAGSGOMKDLHPKPLRIAPELDSELIGKVVEFTKEFVFKLISRKDGHSPKGKRLSW
QTIEKGQPTVLVLPVRIAAEEVQSVGDVALDFPPSLDLTQLDLNAEGSEQKLKGRTLVKQHGYHSHSLYQFESTRSDLCPNSPLSSG
AAGETYLTQHMKMYARHQASADEHEVEVLAAQLANQPLLSVRKLPKISNLLSPPPSISFSATPATTQGARLIVPYFYALHPLPSTLL
RSILLLPSIFTRYDQLLLAQACNNDLLEGRLDNDKVLEALTSPSAGSAFDYERLEFLGDTFLKLIATCHTFTTHLGRTEAELHMANK
GIVINVRLLKEAKRLGLEKYAILPSCNLLPRRFTAPVICNVGGALTNDPSMDHDGQVDVVKEKTLSDIVESLIGAALLSPSSSSPSS
SSPFFLLPFLSFLHVYCAFQRNWSSRLNPPSLRHLOSLEFSHTYRYPHLALESFTHPSLLASILPSYQRLEFLGDAWIDEEFIVSRIYT
EGGGLVVLDPGEMTALKGVLASNAALSALGVKLGLHKFIASNSAVLVESIAKYGKGLEKVLRKGGGEGQYWTKAGMVQVPKAVADVV
EASFASIVVDSGEFDODTAQRVEFGRIFTPFYDEHCKWEDLRVGEVKRVIEYLSSCFKRRGGGGGVMLEVSTNLVDLPAIASDVGDKDG
EEAIMCALLTPVNVEFKVRGTTIAKIKGVLAKTPLHLTRAVGIARELHELEPQMAKLSKLRPLSMDDSPVLALNSSDDEEEEEEMQT
DOSSNLEQPDEEMPQANTATISNHQDDQAAPTEASKPQTNENWEDLIDHQEHLLLOQLARTLGWKSTIQTPLTSPATAEEKEEVVMTLA
KIRDLILPPLLF

>ENA|CCF48410|CCF48410.1 Ustilago hordei related to cell cycle control protein
dicer

ATGTCCAAGCGTACACGAGCTGACTCTCTTCCACATGGCCCCCGTATCCCTCGATCGGGTTACATTGCAACTTCGTCCTCCTCGTCA
TCCAACGACCTCCCAATTCCACCCCTCGTAGACAGCGATGACGACGACACCGAAGAATCCGCCTCGCGCAGACGCCAGAAGATCATA
GCTCGCATCTCCGCTCAAACCTCCGTCGACCCTTCCGATCAACTCCGCTCCGATCAGCTCGCCACCGTACCCCGCTCTTACCAACTC
GAGCTCGCTGAGTTAGCAAAAGCGGGAAACGTTCTGGTCTGTCTAGATACAGGAAGCGGAAAGACCCTCATCTCTGTTCTGCTTTTG
CAGTATGTTCACCAACACTCTTCTCCTCCTCCTACTCCATCTCTGGCTCCGTCTTCGGGGGCTCAACCTTTCTCCTCACCCGCTCCG
CAGCGCAAAGTCGCCTTCTTCCTCGTAAACCTAGTCCCTCTAGTTCACCAACAATCATCCGTCATCGCCGGTAACTCCCGCCTCTCG
GTCGGTAAGCTCTATGGCGAACTCAAAGATTCTCTCCGCAGCAAATCCTCCCAACTTGCTGTCGACGATTGGCGTTCTCCGCAATGG
TCCGCCCTGCTCGCATCGCACCAAGTGATCGTTTCAACCGCACAATGCTTCCTCGATGCTTTAATTCACGGTTTTATCAAGATGTCC
GATCTCAACCTTCTCATTTTCGATGAAGTTCATCATGCCCTCAAAAACCACCCCTTCTTCCGCATCATGAAGTATTATAGGCTGGCC
AAGGAGGAAGAGCGGCCAAAGATCTTTGGCATGACGGCTAGTCCCATTTTTACGGGGTCAGGGAGATTTGATGAAGCGAGCCAGTAT
TTGCAACGGGCGATGGATGCTAGGATTCACACTGTCAGTAGGGGAGCGTTGAGGGAATTGGAGGAGGTGAAGAGGCGACCAGAGGAA
ATGGTGGTTGAGTTTGAGCCCTATCTTACTGTGGTTGATGAACCGTGGAATGCAGATGCGGTCAAGTATTCGGAGCTGAGTATGGAG
ATGATTGAGTTGTTCAGCAAGAAGGTCGATCTCGAAATTTGCCTAGACGATGAGGAGGAGGAGGTGGATCCGCTGACAGAGGCATTC
GAGAAAGAAGTGAGACCAAAGCTAGAGTATACGATGCGACATCTCGGTCCTATAGGATGCGACTTTTTCTGGCATAGCACTCTTCTC
GAGTATCGATCCCGTGCGAGGAAGTGGGCCAATATCGATCGTAATCAGAGGACGCTTGTTAGTGATGAATGGATAGTCGAAGCTGCT
TCCACCCATCGCTCTTCCAGTGTAGCTCCCTCTGACAGTCAAGGCCCGCCGAACTCCCAAACCACCACCACCACCATCACCACCACC
ACTCAACCTGGCTTCGGACTGGGCCTAACAGTAGCCCATCTCTCCACCAACTCCGACCTAAATTCTCGTATCCTCCTCCATATGCGA
TCCCAACCTTGCATCCCTGACACACTCGGCCTCAACGCCACCAATTCCTCCCCGAAACTTCTCCGCCTAATCGAGCTACTCCACTGC
TTTGAACCCAGCAAGTCCTCCTTTTGCGGTATCATCTTCGTCGAGCGCCGTCAAACAGCCACACTTCTTGTCGAGCTCGTCAAGCGC
ATCCCCGGTCTCGAATTCATCCATCCCGAGTTCTTGCTAGGACACGACAATGGCGCTGCAAACGGTGGTGCTCCGGGCATGGACTGG
CATGATCAAGTTCAAGTGCTGAACAGGTTTAGGAGGAGGAAACCGACGAATTTACTCATAGCGACATCTATCGCCGAAGAAGGGTTG
GATATTCAGGCTGCCAACCTCGTCATCCGGTTTGATCTGTTTAATCGGCATATTTCCTTCCTGCAGTCGAGAGGGAGGGCGAGAGCG
AAGGAGAGTAGGTTCATTTTGATGGCTGAGAAAGGGAATCAGGAGCACGCCGGGACCATTCTGAATGCGTTTAAAACCGAGGCTAAT
AGAGCAAAGTGGTTGGATGGAATTGCTGAACCGCATCTCGCTATGCCGGATTGGGGTGAGGATTGGCAGCAAAAACTTCGCATCGAC
ACCGATAGCCAGGAGGGAGTTGGGGTGGAGGGGGGAGAGGAGGAAAAGTGTATGTTCGAACCAACCACAGGCGCACGTTTGTTCCCG
GAAGAC

CCTCGACTCAAAAAGGCTAAGGATGGTGTAGTGGGATTGGTTAACGCTCATCATCAGGCTTGGCGGGGAAGCGGAAAA
CCGATCAATGTGCCGAGTAAGAAGCTGGACGGTTGGGCGCGCTTCGCCTCCTCCCACCACCACGCTATGGGACAGGGGTGGTGCGCA
ACGTTATTGCAACTGGATAAATTCGACGAGGGATATGAGCCACTATTGCTGCTAACCCGCGGTCCTTTACCCGAGACGAAGCTCTTG
AAGCTGCTCCATGCGGGTTCGGGCCAGATGAAGGATCTGCATCCCAAACCTCTCCGGATTGCTCCCGAGCTTGATTCGGAGCTCATA
GGAAAGGTGGTAGAGTTCACGAAATTCGTCTTCAAGCTTATCAGCCGGAAAGATGGGCATTCGCCAAAAGGGAAGAGGTTGAGTTGG
CAGACGATTGAGAAGGGGCAGCCGACGGTACTCGTTCTTCCCGTTCGCATTGCTGCTGAGGAGGTGCAAAGTGTGGGTGATGTAGCA
TTGGATTTTCCCCCATCGCTGGATCTCACTCAACTAGATCTGAACGCGGAGGGATCGGAGCAGAAGCTGAAGGGTAGAACTCTGGTT
AAGCAGCACGGCTATCACTCGCACTCGCTTTACCAGTTTGAGAGCATTCGATCGGATCTCTGCCCCAACTCGCCACTCTCGTCTGGT
GCAGCGGGGGAAACATATCTAACCCAGCATATGAAGATGTACGCTCGTCACCAAGCATCGGCCGACGAGCACGAGGTGGAAGTGCTA
GCTGCTCAACTCGCGAATCAACCCTTGCTGAGTGTTCGGAAGTTGCCCAAGATCAGCAATCTTCTCTCTCCTCCCCCCTCGATTTCT
TTCTCCGCCACTCCTGCTACGACGCAGGGCGCAAGGTTGATCGTGCCGTACTTTTACGCACTTCATCCGCTCCCTTCCACTCTTCTC
CGCTCGATCCTTCTCCTACCCTCCATCTTTACTCGGTATGACCAACTTCTTTTGGCTCAAGCGTGCAATAATGATCTCCTCGAGGGG
AGATTGGACAACGATAAAGTCCTCGAAGCCCTCACCTCCCCCTCCGCCGGCTCTGCGTTCGATTATGAACGACTAGAGTTTCTCGGA
GACACCTTCCTAAAACTCATCGCTACATGTCACACCTTCACAACCCACCTCGGTCGAACAGAGGCAGAGCTACACATGGCTAACAAA
GGCATTGTTACCAATGTTCGCCTTCTGAAAGAAGCAAAGCGATTAGGGTTGGAAAAGTATGCTATTCTACCCAGCTGTAATCTCTTG
CCGCGTCGGTTTACTGCTCCTGTTATCTGCAATGTAGGAGGTGCACTCACAAACGATCCATCCATGGATCACGACGGGCAGGTGGAT
GTAGTGAAAGAAAAAACTCTAAGCGATATAGTAGAATCTCTCATCGGCGCTGCTCTCCTCTCCCCTTCCTCCTCCTCCCCTTCCTCC
TCCTCCCCTTTTTTCCTCCTCCCCTTCCTCTCCTTCCTCCACGTCTACTGCGCTTTTCAAAGAAACTGGTCTTCCCGACTCAACCCT
CCGTCTCTAAGGCACCTACAATCGCTCTTCTCCCATACATACCGATACCCGCATCTGGCACTAGAATCTTTCACCCACCCCTCTTTG
CTCGCTTCCATCCTGCCCTCCTACCAGCGGTTGGAATTTCTGGGAGATGCTTGGATAGACTTTTTTATTGTCTCCCGAATCTACACC
GAAGGTGGGGGTTTGGTGGTGTTGGATCCTGGAGAAATGACGGCACTCAAAGGCGTACTAGCCAGCAATGCCGCGCTGAGTGCGTTG
GGGGTTAAGTTGGGACTGCATAAGTTTATTGCTAGTAACAGTGCGGTTCTTGTGGAGAGCATTGCAAAATACGGCAAGGGGTTGGAG
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AAGGTGTTGCGAAAAGGTGGGGGTGAAGGACAGTATTGGACAAAAGCAGGGAT GGTGCAGGTGCCTAAGGCGGTTGCGGATGTAGTA
GAGGCTAGTTTTGCGAGTATAGTTGTGGATAGTGGGTTTGATCAAGATACTGCCCAGCGGGTTTTTGGGAGGATTTTTACGCCGTTT
TATGACGAGCATTGCAAATGGGAGGATTTGAGGGTGGGCGAGGTGAAGAGGGTCATAGAGTACCTTTCCAGCTGTTTCAAGAGGCGA
GGGGGGGGAGGAGGGGTGATGTTGGAGGTGAGCACGAACTTGGTTGATTTGCCTGCGATCGCAAGCGATGTCGGGGACAAGGATGGG
GAGGAGGCTATCATGTGCGCTCTTCTTACGCCGGTCAACGTCGAGTTCAAGGTGCGCGGGACCACGATTGCCAAGATTAAAGGCGTG
CTGGCTAAGACTCCCTTACATCTGACCCGAGCTGTGGGTATTGCGAGGGAGCTGCACGAACTTGAACCTCAAATGGCGAAGCTTTCG
AAGCTCAGACCTCTTTCCATGGACGACAGCCCTGTTCTGGCGTTGAATTCGAGTGACGATGAGGAGGAGGAGGAGGAGATGCAAACT
GATCAATCATCCAATCTGGAGCAACCGGACGAAGAGATGCCGCAAGCCAACACCGCCATTTCGAACCATCAAGACGATCAAGCTGCA
CCAACGGAGGCATCGAAACCGCAAACAAACGAGAATTGGGAAGACCTGATCGACCACCAAGAGCATCTCCTTCTTCAGCTAGCTAGG
ACCTTGGGTTGGAAGTCAACCATTCAAACCCCCCTTACTTCTCCCGCCACTGCTGAGGAAAAGGAAGAGGTAGTGATGACTCTGGCT
AAGATTCGAGATCTCATCTTGCCTCCCCTCCTCTTCTGA
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Anexo 3. Evidencia de las corridas experimentales

Cuadro a. Datos de corridas experimentales para inhibiciéon de germinacion de esporas con Ids y sdsAspt.

No. De colonias

116 157 87
112 61 75
106 88 108

(o]
=

57 50

Promedio

1533.3333
82.6667
100.6667

62.6667

DS

35.6417
26.3502
11.0151

16.2583

TUKEY

ab

132 110 130
117 147 116
114 195 162
252 156 146

124
126.6667
157

184.6667

12.1655
17.6162
40.7308

58.5263

14.6667

12.3333

22

19.6667

5.1316

7.7674

12.7671

6.1101

86.3333
46.3333
38.6667

44.6667

7.0237
12.4230
8.6216

2.3094

Q

(e (on (e
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Cuadro b. Analisis de varianza de las corridas experimentales para inhibicién de germinacion de esporas

con lds y sdsAspt.

Origen de las
variaciones
Entre grupos

Dentro de los grupos

Total

Origen de las
variaciones
Entre grupos

Dentro de los grupos

Total

Origen de las
variaciones
Entre grupos

Dentro de los grupos

Total

Origen de las
variaciones
Entre grupos

Dentro de los grupos

Total

Suma de
cuadrados
5417

4634

10051

Suma de
cuadrados
7369.5833

11085.3333

18454.9167

Suma de
cuadrados
177.6667

574

751.6667

Suma de
cuadrados
4279.3333

566.6667

4846

ANALISIS DE VARIANZA IdsAspt 1

Grados de
libertad
3

8

11

ANALISIS DE VARIANZA IdsAspt 2

Grados de
libertad
3

8

11

ANALISIS DE VARIANZA sdsAspt 2

Grados de
libertad
3

8

11

ANALISIS DE VARIANZA sdsAspt 3

Grados de
libertad
3

8

11

Promedio de los

Promedio de los

Promedio de los

Promedio de los

Probabilidad

0.08819

Probabilidad

0.2299

Probabilidad

0.5159

Probabilidad

0.0004

Valor critico
para F
4.0661

Valor critico
para F
4.0662

Valor critico
para F
4.0662

Valor critico
para F
4.0662
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llustracion r. Repeticiones de bioensayo de inhibicion de germinacién de esporas. A Placas con
crecimiento de esporas de A. tubingensis. B Grafico de columnas del promedio nimero de colonias
obtenidas para cada tratamiento. Las barras de error muestran la desviacién estandar (£SD).
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Cuadro c. Datos de la 2da corrida experimental para efecto de sdsAspt en uvas.

_0.82 1.06 0.96 1.02 1.16 1004 01260 a

Cuadro d. Analisis de varianza para 2da corrida experimental de efecto de sdsAspt en uvas.

0.90 0.70 0.81 0.90 0.10 0.682 0.3355 a

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.2595 1 0.2592 4.034 0.0795 5.3176
Dentro de los 0.5140 8 0.0642 F<Ferit
grupos No hay diferencias significativas entre las
medias
Total 1.14344 9

llustracion s. 2da corrida experimental efecto de sdsAspt. A diametro de infeccién en uvas tratadas
con sdsAspt y agua, se observan ligeras diferencias en el tamafio de la lesion. B Boxplot con los
datos de diametro de infeccidn, no hay diferencias significativas, pero se observa una tendencia
de menor tamafio de lesion en las uvas tratadas con sdsAspt.
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llustracion t. Repeticiones de bioensayo de crecimiento de micelio de L. pseudotheibromae en medio
liquido adicionado con dsRNAi (IdsRNA y sdsRNA).

Cuadro e. Datos de la segunda corrida experimental, porcentaje de area infectada en mango por L.

pseudotheobromae.

[ opg 2938 2915 1210 860 4517 2488 171220 a
[ 05ug 6408 2630 28.08 23.68 4531  37.49 14.82 a

Cuadro f. Analisis de varianza correspondiente a la 2da corrida experimental de IdsLpse-mango.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 397.4909 1 397.4909 1.5503 0.2483 5.3176
Dentro de los 2051.0744 8 256.3843 F<Ferit
grupos No hay diferencias significativas entre las medias
Total 2448.5654
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llustracion u. Repeticién de bioensayo in vivo. A area infectada por L. pseudotheobromae en mangos
tratados con agua y dsRNA-Lpse. A Progresion de la enfermedad en mango tras 5dpi. B Gréfico de
barras que muestra el promedio de area infectada en mango. Las barras de error muestran la
desviacion estandar (£SD) de 5 réplicas bioldgicas.
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