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Resumen

A nivel mundial, México ocupa el cuarto lugar en superficie cosechada de café y el décimo en
produccién, con uno de los rendimientos mas bajos. Esto obedece a una plétora de variables,
destacando el efecto devastador de la roya del cafeto causada por el hongo Hemileia vastatrix,
lo cual resulta en el abandono de la cafeticultura. La Cuenca del Papaloapan es una regién con
esta problemadtica y se buscan estrategias de impacto positivo. De acuerdo a trabajos previos,
una estrategia para la proteccidon vegetal contra hongos fitopatégenos es el Silenciamiento
Génico por Aspersion (SIGS), que se basa en la aspersion de moléculas pequeiias de RNA
(sRNAs) dirigidas especificamente contra genes que codifican proteinas vitales para el hongo. Se
ha demostrado que una proteina involucrada en la biosintesis de SRNAs, esencial para el hongo
y su patogenicidad, es Dicer, por lo que se ha convertido en blanco de la tecnologia SIGS, con
efectividad demostrada en diversos patosistemas. Sin embargo, no existen aun reportes de su
empleo en el patosistema Coffea-H. vastatrix. Mediante la secuenciacién de la regién ITS con
primers universales, por el método de Sanger y el andlisis metagendmico fue posible determinar
en las lesiones de roya del café de la region, la presencia de diversos hongos endofitos,
patdégenos o ambientales. No obstante, mediante la secuenciacion Sanger con primers
especificos para H. vastatrix se encontré evidencia de su presencia en las muestras de roya del
café. Adicionalmente, se procedié a realizar un analisis de secuencias de DCLs en hongos
ortélogos, para ello se realizé la identificacion bioinformatica del gen DCL1 a partir de contigs de
H. vastatrix y se disefiaron oligonucleétidos para abarcar los dominios de helicasa, de unién de
RNA de doble cadena y de RNasa lll presentes en DCL. La secuencia del producto de PCR
confirmé la presencia de un gen DCL especifico de H. vastatrix en las muestras. Esta secuencia
fue atil para el disefio de RNAs pequefios que seran probados en un trabajo posterior para

evaluar su efectividad como biofungicida en una estrategia SIGS.
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Abstract

Worldwide, Mexico ranks fourth in harvested coffee and tenth in production, with one of the
lowest yields. This is caused by a plethora of variables, among them, the devastating effect of
plant diseases, such as coffee rust caused by the fungus Hemileia vastatrix, which results in the
abandonment of coffee growing. The Papaloapan Basin is a region with this problem and
strategies of positive impact are sought. According to previous works, a strategy for plant
protection against phytopathogenic fungi is the Spray-Induced Gene Silencing (SIGS), which is
based on the spraying of small molecules of RNA (sRNAs) directed against genes that encode
proteins vital for the fungus. It has been shown that a protein involved in the biosynthesis of
sRNAs, vital for the fungus and its pathogenicity, is Dicer (DCL), which has become a target of
the SIGS technology, with proven effectiveness in various pathosystems. However, there are still
no reports of its use in the Coffea-H. vastatrix pathosystem. The use of universal ITS primers for
Sanger and metagenomic analysis of rust spots revealed the presence of diverse endophytic,
environmental and pathogenic fungi. Moreover, ITS sequencing with H. vastatrix specific
primers revealed the presence of this pathogen in rust spots. Additionally, it was performed a
homology analysis with sequences of DCLs in orthologous fungi. For this, the identification of
the DCL1 gene was performed from contigs of H. vastatrix and primers were designed for PCR
amplification of helicase, double-strand RNA binding and RNase Il domains present in DCL. The
sequence of the PCR product confirmed the presence of a H. vastatrix-specific DCL gene in the
samples. This sequence was useful for the design of sSRNAs that will be assayed in further work

in order to evaluate its effectiveness as a biofungicide in a SIGS strategy.
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1. Introduccion

1.1 La planta de café

La planta de café, también llamada cafeto, es una planta perenne dicotiledénea de regiones
tropicales o subtropicales (Murthy y Naidu, 2012). Sus origenes se remontan al Cuerno de
Africa, en Etiopia, probablemente en el territorio denominado Kaffa, de cuyo nombre se deriva

el café (Charrier y Berthaud, 1985; International Coffee Organization [ICO], 2018).

El cafeto es parte del subreino de las Angiospermas, reproduciéndose por semillas encerradas
en el ovario, localizado en la base de la flor. Pertenece a la familia Rubiaceae, que tiene unos
500 géneros y alrededor de 6000 especies (Farah y Dos Santos, 2014). El café pertenece al

género Coffea, siendo el miembro econdmicamente mas importante.
En la Tabla 1 se presenta la clasificacion botdnica del café. Se han descrito alrededor de 90
especies del género Coffea, de las cuales 25 son las mas estudiadas (Davis, Govaerts, Bridson y

Stoffelen, 2006; National Center for Biotechnology Information [NCBI], 2018).

Tabla 1. Clasificacién botanica del café. (Linneo, 1753).

Taxon Café

Reino Plantae

Subreino Angiospermae

Clase Dicotyledoneae

Subclase Sympetalae o Metachlamydae
Orden Rubiales

Familia Rubiaceae

Género Coffea




Las especies de mayor importancia econdmica a nivel mundial son dos: Coffea arabica, que
representa aproximadamente el 60% de la produccidn, y Coffea canephora, con el 40% (Food
and Agriculture Organization of the United Nations [FAQ], 2015; ICO, 2018; Prado y Cardenas,
2018). C. arabica es un alotetraploide natural, hibrido entre las dos especies diploides C.
canephora y C. eugenioides o ecotipos relacionados a estas especies diploides (Lashermes et al.,
1999). En la Tabla 2 se muestran ejemplos de variedades econémicamente importantes de C.

arabica y sus principales caracteristicas.

Tabla 2. Ejemplos de variedades de C. arabica econdmicamente relevantes y sus principales

caracteristicas. (Farah y Dos Santos, 2014; FAO, 2005).

Variedad Origen Principales caracteristicas

Crecimiento Resistencia alaroya Calidad de taza

Typica Probablemente Yemen Vv No Excelente

Java Indonesia \Y No Excelente
Caturra Brasil S No Razonable
Catuai Brasil S No Bueno

Catimor Colombia Sc Si Razonable/pobre
Mundo novo Brasil C No Excelente

S: Semienano y follaje denso; Sc: Semienano compacto; C: Cultivares semienanos; V: Vertical y

Vv: Vertical vigoroso.

C. arabica presenta una tendencia genética estable por ser autopolinizable. Las variedades mas
conocidas son Typica y Borbodn, a partir de las cuales se desarrollaron cepas y cultivares
distintos, como son Caturra, Mundo Novo y Tico (ICO, 2018). C. arabica es muy apreciada por
sus propiedades sensoriales, tamafio y forma de sus granos. Coffea canephora es un arbol

diploide compuesto de poblaciones polimérficas (Coffee Genome Hub [CGH], 2018).

Los arboles de C. arabica alcanzan hasta 6 metros de altura. Su crecimiento es éptimo a altas
elevaciones y temperaturas medias. En tanto, los arboles de C. canephora pueden cubrir una
altura de hasta 10 m, crecen a bajas elevaciones y climas mas calidos, y sus arboles tienen
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mayor resistencia a las enfermedades, son mas vigorosos y de mayor produccion. Las
propiedades organolépticas y calidad en taza de C. canephora son menores respecto a C.
arabica (Prado y Cdardenas, 2018). La produccién de C. canephora cuenta con una
representacion en el mercado internacional menor al 40%, siendo el cultivo de esta variedad

predominante en Vietnam, China e Indonesia (FAO, 2015).

La tercera especie mads importante es Coffea liberica, que es diploide y su participacidn en el
mercado es menor al 1% (FAO, 2005; ICO, 2018). Crece arriba de los 18 m, de climas célidos, de
bajas elevaciones, tiene pobre calidad en taza y es susceptible a enfermedades. Sirve de fuente
genética de otras especies como la S795, la cual es comun en Indonesia (Farah y Dos Santos,

2015).

Aunque la forma del cafeto cambia respecto a la especie y variedad, en general, el arbol de café
consiste en un tallo principal vertical (tronco) con ramas laterales primarias, secundarias y
terciarias (Davis et al., 2006). Estas ramas se llaman retofios en la etapa de desarrollo y tallos en
la etapa final. Las hojas son decusados opuestos en los retofios. Cada par de hojas estd en
posicién cruzada con el siguiente par de hojas. Las hojas son brillantes, onduladas y de color
verde oscuro con venas conspicuas (Department: Agriculture, Forestry and Fisheries [DAFF],

2012).

En cuanto al sistema radicular, posee raices poco profundas, que comprenden una raiz principal
(40-60 cm) y raices de alimentacion laterales y pequeiias (30 cm). (FAO, 2005; Murthy y Naidu,

2012). En la Fig. 1 se muestran imagenes de la planta de café.



Figura 1. Esquemas de plantas de café. a) Esquema de una planta de café (Farah y Dos Santos, 2014).
b) Planta de café joven [Fotografia de Blanca Estela Barrera Figueroa]. (Rancho Grande, Valle

Nacional, Oaxaca. 2018).



El arbol suele vivir de 10 a 15 afios de forma silvestre, aunque la produccion frutal decrece con
el paso del tiempo, por lo que los cultivos deben renovarse regularmente. El café es una planta
de dia corto pues su iniciacidn floral se lleva a cabo en condiciones de 8-11 h de luz diurna. En
los nodos, a partir de la madera de las ramas laterales ligeramente endurecida de 1 afo de
edad, se forman las flores. La polinizacién se efecttiia 6 h después de la floracion (apertura de la
flor dada su fase reproductiva). El proceso de fertilizacidn finaliza en un periodo de 24-48 h
posterior a la polinizacion (Murthy y Naidu, 2012). Seguido de la polinizaciéon, el fruto se
desarrolla en una cereza de 10 a 15 mm de largo que contiene dos semillas (granos de café) (Fig.

2).

Figura 2. La cereza del café. a) Partes de la cereza del café (Farah y Dos Santos, 2014). b) Capas reales

de la cereza de café [Fotografia de Stephania Marilyn Lopez Lopez]. (UNPA, Tuxtepec, Oaxaca. 2018).

1.2 Importancia econémica mundial del café

Actualmente, el café es el segundo bien genérico mas comercializado en el mundo, sélo
superado por el petréleo (Arneson, 2000; Talhinhas et al.,, 2017). Aunque existe un amplio
espectro de productos obtenidos del café, como fertilizantes, aromatizantes y saborizantes, el
de mayor valor comercial son los granos secos del fruto para prepararlos en extracto, que es de
consumo cosmopolita y estd arraigado fuertemente a la cultura y tradicion de diversos paises,

gracias a sus propiedades organolépticas y energizantes.



El café es de gran valor en las exportaciones de los paises productores (Fig. 3), sobretodo en las
naciones menos desarrolladas, siendo una parte clave en sus ingresos en divisas. Por ejemplo,
para Burundi, Etiopia y Uganda, representa el 27, 24 y 14% de los ingresos, respectivamente
(FAO, 2015; The Observatory of Economic Complexity [OEC], 2016; ICO, 2018). Por lo anterior,
las fluctuaciones en el rendimiento y/o costos de produccién del café los afectan de

sobremanera (Talhinhas et al., 2017).

Figura 3. Principales paises exportadores de café a nivel mundial, acorde al continente y % de

representacion, de un total de 33.6 billones (mil millones) de ddlares en exportaciones (OEC, 2016).

La cadena productiva del café otorga empleo a millones de personas alrededor del mundo. Sin
embargo, en muchos de los principales paises productores de café, mds del 10% de su poblacién
vive por debajo de los $1.25 délares diarios (FAO, 2015). En el plano mundial, las exportaciones
de café en el periodo octubre-febrero del afio cafetalero 2017/2018 se cifraron en 50.98
millones de sacos respecto a los 49.41 del afo pasado, lo que representa un aumento del 3.2%

(ICO, 2018).

Mas de 70 paises producen café y mas del 30% de la produccién proviene de solo tres paises:

Brasil, Vietham y Colombia (OEC, 2016). Cabe resaltar que Estados Unidos, a pesar de su escasa



produccién de café verde proveniente de los estados de Hawai y California, ostenta el precio
mas alto en ddlares por tonelada a nivel mundial, reflejdndose en sus exportaciones, de las que
obtiene un rendimiento 3 veces superior (10,748hg/ha) respecto a México (3,308 hg/ha) (FAO,
2015).

1.3 Importancia econdmica nacional del café

En el afio 2017, México se posiciond como el décimo pais productor de café, con una
produccién de 4 millones de sacos, después de Brasil, Vietnam, Colombia, Indonesia, Honduras,
Etiopia, India, Uganda y Peru (ICO, 2018). En la Fig. 4, se presenta un comparativo de los valores
de exportacion de café de México con respecto a Brasil, el principal pais exportador, y el resto
del mundo. Se puede observar que entre 2000 y 2004 hay una disminucién del ingreso por
exportaciones que se relaciona con la caida del precio internacional. Adicionalmente, en la Fig.
5, se aprecia que la distancia que hay entre al ingreso obtenido por Brasil y el de México es muy
grande. La ganancia en exportacion es 7 veces menor a la de Brasil. México siembra un 33.6%
del 4rea de Brasil y tiene un rendimiento 4 veces menor, indicando el gran reto que tiene

México para mejorar sus rendimientos y posicionarse como uno de los principales productores.
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Figura 4. Comparativo de la exportacion de café de México con el productor nimero 1 (Brasil) y el resto

del mundo (Elaboracidn propia con datos del OEC, 2016).



a  Paises con la mas alta produccion de |, Ppajses con la mayor superficie cosechada
café en 2013 (FAO, 2015). de café en 2013 (FAO, 2015).

Figura 5. Comparativos de: a) Paises con la produccién y b) area de cosecha de café mas altos en el

2000y 2013 (FAO, 2015).



Ademas de que la exportacion y el rendimiento de café nacional no son competitivos con
respecto a otros paises productores (Fig. 6), México importa café. En el 2016 el valor de las
exportaciones fue de $369 mil millones de pesos y se destinaron $263 mil millones en
importaciones de este aromatico (OEC, 2016), obteniendo un balance positivo, aunque dada la

extension del pais con cultivo de café, la importacién deberia ser minima.

Figura 6. Rendimientos del café a nivel mundial en el 2013. En el mapa se indica el pais y no la zona de

cultivo (FAOQ, 2015).

La siembra de este cultivo en el pais se distribuye en 13 estados productores que representan el
99% de la produccién nacional total: Chiapas, Colima, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Nayarit,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Estado de México, Tabasco y Veracruz. Cabe sefalar
gue aproximadamente el 93% de la superficie se concentra en Chiapas, Veracruz, Guerrero,
Oaxaca y Puebla (Flores, 2015), y que 0.5% del territorio se destina al cultivo de café organico
(FAOQ, 2015). La cafeticultura en México abarca una superficie cosechada de 700,117.28 ha,
posicionandola en el cuarto lugar a nivel mundial, pero con un rendimiento de apenas 3,308
hg/ha, siendo de los mas bajos del mundo (Fig. 6), y una produccion de 232 millones de

toneladas. Este desbalance de superficie cosechada/produccion obedece a los efectos adversos
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del cambio climatico, fitoenfermedades, malas practicas de manejo del cultivo y regulacion de

los precios (Berlanga, 2018).

1.4 Problematica agroindustrial del café

A pesar del gran valor econdmico del cultivo de café, se encuentra expuesto a problematicas de
diversa indole que afectan a la cadena productiva en diferentes puntos. Por ejemplo, las
fluctuaciones de los precios a nivel internacional que promueven el abandono y descuido de los
cafetales. También se cuenta al cambio climatico que se relaciona con brotes atipicos de
enfermedades. Estas Ultimas, ocasionan la sustitucién de las variedades arabigas de mayor
calidad y valor en mercados especializados, por otras, como C. canephora, que aunque son mas
resistentes a la roya y proveen una mayor produccién, implican replantear las practicas
agrondmicas con resultados negativos en la bioculturalidad de las comunidades y la rentabilidad
econémica (Prado y Cardenas, 2018). Finalmente, esta sustitucion también contribuye a la

pérdida de la biodiversidad ya que las variedades arabica son co-cultivadas con otros arboles.

A nivel de la produccidén, uno de los problemas mas importantes es el ataque de enfermedades.
De forma sobresaliente, la enfermedad foliar conocida como roya del café provoca pérdidas
mundiales de 1 a 2 billones de dodlares anualmente (Talhinhas et al., 2017). En México, la
produccién del ciclo 2015-2016 fue mermada por efecto de la roya, con tan sélo 2.4 millones de

sacos de los 3 esperados en comparacién al ciclo 2014-2015 (Berlanga, 2018).

La cafeticultura mexicana en los préximos anos tiene dos posibles rutas para hacer frente a su
rezago tecnoldgico con respecto al control de enfermedades que lo tiene entre los paises con
menor rendimiento por hectarea (Berlanga, 2018). La primera alternativa plantea el control
quimico y el genético (Prado y Cardenas, 2018), ofrecidos de manera vertical como paquetes
tecnoldgicos de parte de las politicas publicas de las instancias de gobierno en asociacién con las
empresas transnacionales como Nestlé, interesadas en las plusvalias y no necesariamente en un
comercio justo o el desarrollo social de las zonas productoras. Una segunda alternativa, haria

uso del manejo agrondmico integral con alternativas cada vez mdas amigables al ambiente,
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efectivas y costeables, empleando variedades de alto valor en calidad de taza que permitan
vender el café a un precio justo mediante el posicionamiento en mercados internacionales,
acompafar al agricultor con instruccion en avances cientificos y tecnoldgicos, y fomentar
asociaciones de productores que tengan como objetivo el progreso comun (Prado y Cardenas,

2018).

1.5 La roya del café

La roya es una enfermedad causada por hongos del género Hemileia pertenecientes al Phylum
Basidiomycota, Subphylum Puccioniomycota, Clase Pucciniomycetes, Orden Pucciniales y
Familia Mikronegeriaceae (Aime, 2006; Grasso, Sierotzki, Garibaldi y Gisi, 2006; Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria [SENASICA], 2016). Las caracteristicas
macroscopicas que indican el establecimiento de la roya en los cafetales son la presencia de un
polvo amarillo-naranja en el envés de las hojas, a lo que prosigue la defoliaciéon y el
debilitamiento general del arbol. El nivel de dafio es inversamente proporcional a la produccion,

calidad y amarre del fruto (SENASICA, 2016).

Las especies reportadas que producen la roya en el café son dos: Hemileia vastatrix y Hemileia
coffeicola. H. vastatrix la mas destructiva y de mayor importancia econdmica a nivel mundial
(DAFF, 2012). H. vastatrix provoca la caida prematura de las hojas (Fig. 7), propiciando la
reduccion de la capacidad fotosintética, el amarre de fruto del siguiente ciclo de cultivo, asi
como el debilitamiento de arboles enfermos. En infecciones severas puede ocasionar muerte

regresiva en ramas e incluso la muerte de arboles completos (SENASICA, 2016).

H. coffeicola afecta cafetales en regiones mas frias y altas; actualmente su distribucion estd
delimitada en el centro y occidente de Africa (Arneson, 2000). Sus uredinidésporas poseen
verrugas mas grandes y menos numerosas que las de H. vastatrix. Sus soros estan dispersos en
la superficie de la hoja, mientras que en H. vastatrix estdn asociados a manchas foliares que se

unen y se vuelven necrdticas (Hernandez, 2005).
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Figura 7. Efecto de la roya en el café. a) Cafeto sano. b) Cafeto defoliado por la roya [Fotografias de

Blanca Estela Barrera Figueroa]. (Rancho Grande, Valle Nacional, Oaxaca. 2018).

H. vastatrix ataca a diferentes especies del género Coffea spp. como Coffea arabica, Coffea
canephora y Coffea liberica (Arneson, 2000). Se encuentra distribuida en la mayoria de paises
productores de café en el mundo, como se muestra en la Fig. 8 (European and Mediterranean
Plant Protection Organization [EPPO], 2014). En México se ha reportado en los estados con

cultivo de café (SENASICA, 2016).
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Figura 8. Distribucion geografica de la roya del cafeto (H. vastatrix). Actualmente, sélo esta ausente
del estado de Sumatra en Indonesia (Asia), considerando Unicamente a las regiones cafeticultoras a

nivel mundial. (EPPO, 2014).

1.6 Ciclo biolégico

H. vastatrix es un parasito obligado (McTaggart et al., 2016) que se alimenta de células vivas de
su hospedero (bidtrofo) y existe principalmente en estado dicariético (Arneson, 2000), por lo
tanto, su ciclo biolégico estad directamente relacionado con el ciclo de la enfermedad. Se han
descrito mas de 50 razas de H. vastatrix alrededor del orbe que atacan al café, siendo la raza Il
la mas frecuente y el posible inéculo inicial a partir del cual se desarrollaron naturalmente todas
las nuevas razas del hongo (Cristancho, Escobar y Ocampo 2007; Zambolin, 2016). Respecto a
las condiciones idéneas para la germinacion de esporas se requiere de la presencia de al menos
6 horas de agua disponible, temperaturas de 21-25°C y condiciones de baja intensidad luminosa

(SENASICA, 2016).

La infeccidn se manifiesta en el envés de las hojas con la presencia de manchas traslicidas y de

color amarillo claro, de 1-3 mm, que incrementan su tamafio con el tiempo y se unen, formando
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las caracteristicas manchas amarillas o naranjas con presencia de polvo fino amarillo donde se
originan las esporas del hongo (Fig. 9, d) (Rivillas et al., 2011). Al inicio de la temporada, las
lesiones se propagan de abajo hacia arriba en el arbol. Las lesiones se focalizan donde las gotas
de rocio y la lluvia se acumulan, aunque se pueden desarrollar en toda la hoja (Arneson, 2000).
Una vez instalada la infeccidn, las lesiones viejas se necrosan, en tanto los bordes de las lesiones
se expanden. El periodo de latencia abarca desde la infeccion hasta la produccién de nuevas

esporas (SENASICA, 2016).

micelio intracelular

haustorio
C
b
infeccién a través de
estomas abiertos
d
a
lesiones
foliares
con
uredinio
_ f
uredo/telio basidio
o e (promicelio)
urediniésporas »
teliéspora basidiosporas
. . . hospedero susceptible no
Dibujo cortesia de Vickie Brewster .
conocido

Figura 9. Ciclo de la enfermedad de la roya del café causada por H. vastatrix. a) Urediniosporas
maduras de H. vastatrix dispersas en el ambiente. b) En condiciones 6ptimas ocurre la germinacion de
esporas y la posterior formacion de hifas de penetracion de estomas. c) El micelio alcanza la cdmara
subestdmatica y se diferenciard en el haustorio. d) Sintomas de la enfermedad en el envés de las
hojas caracterizadas por un polvo fino naranja-rojizo. e) Formacion de nuevas esporas f) No se

conocen hospedantes alternos de las otras etapas de la espora (Arneson, 2000).
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La dispersion de este fitoparasito se favorece por el viento, la lluvia, altas densidades de
poblaciéon en los cafetales, insectos como trips, moscas y avispas y la intervencion humana, y se
lleva a cabo por las urediniosporas. Estas estructuras reproductivas sobreviven hasta 6 semanas
en condiciones ambientales secas (Arneson, 2000; Rivillas et al., 2001). Respecto a datos
historicos en México, durante el invierno (noviembre-febrero) ocurre el incremento de roya. El
exceso de lluvia indica una correlacidon negativa, ya que, al parecer, la lluvia tiene un efecto de
lavado sobre las esporas de los hongos. Ademas, la altitud es inversamente proporcional a los
niveles de ocurrencia; a 800 msm se mostrd la mayor incidencia de dafio, siendo menor a mas

de 1,000 msm (SENASICA, 2016).

Dadas las circunstancias ambientales éptimas, inicialmente ocurrira la adhesién de la espora a la
hoja del café, y posteriormente germinard. Subsecuentemente, el tubo germinal se diferenciara
en el apresorio en un periodo de 5.3-8.5 h, que a su vez se convierte en hifas de penetracion de
los estomas (Fig. 9, b). En conjunto, forman el micelio que se ramifica intercelularmente en las
hojas de café donde la hifa alcanza la cdmara subestomatica y se diferenciara en el haustorio
(Fig. 9, c). Ahi, absorbe los nutrientes de la planta para su crecimiento (Rayner, 1961; Hahn vy
Mendgen, 2001; Florez et al., 2017). En la Fig. 10 se ilustra el proceso de transporte

transmembranal hipotético que ocurriria en la interfaz de la interaccion biotréfica planta-hongo.
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Hifa Apoplasto Célula huésped

Haustorio Matriz Célula huésped

Figura 10. Proceso de transporte transmembranal en la infeccién por roya. Los componentes celulares
son distinguidos por el color: membranas plasmaticas y membranas interfaciales (azul), paredes
celulares (gris), citoplasma flungico (naranja) y citoplasma vegetal (verde). Las lineas punteadas indican
el fenomeno de flujo para los cuales los transportadores son postulados pero aun no conocidos. AA,
aminodacidos; Glc, Glucosa; INV, Invertasa extracelular que divide la sacarosa en glucosa y fructosa;

Suc, Sacarosa. (Hahn y Mendgen, 2001).

Después de 30 dias a partir de la colonizacién, el hongo ya maduro se diferenciara en soros, los
cuales se encargaran de producir las nuevas urediniosporas (periodo de latencia) (Fig. 9, a), de
aspecto reniforme (30 um de largo x 20 um de ancho), rugosas en su cara externa y lisas en la
cara interna (Fig. 11). De forma esporadica a finales de temporada, al ser las condiciones frescas
y secas, se originan telidsporas que aparecen entre las urediniosporas en las hojas mas viejas

aun adheridas a la planta.
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Figura 11. Urediniosporas. Microscopio de luz 40X (EPPO, 2014).

Después de la cariogamia (proceso de fusion de dos nucleos eucariontes haploides) y la meiosis,
las teliésporas germinan para producir basidios, cada uno de los cuales forma cuatro
basidiosporas haploides (Arneson, 2000). Se desconoce si las basidiosporas son funcionales o
sélo restos de una roya macrociclica ancestral (en la que se podrian presentar 5 etapas de
esporas) (Fig. 9, fy e). Las teliosporas, cuya representacién es baja, son redondas de 20-25 um.
(Fig. 9, f) (Castro et al., 2009). No existen reportes que reconozcan hospedantes alternos del
hongo (Fig. 9, f), y no sobrevive en los restos de los cultivos (Arneson, 2000), ni crece en medios

de cultivo estandar en el laboratorio (Hahn y Mendgen, 2001).

1.7 Resistencia a la infeccion de Hemileia vastatrix

En respuesta al ataque de H. vastatrix, las plantas de café han desarrollado diversos
mecanismos de defensa que intervienen en diferentes etapas del proceso de infecciéon. De

hecho, entre las variedades de café, existen algunas que muestran resistencia a la infeccién. En
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la resistencia prehaustorial (12-24 h después de la infeccidn) en variedades resistentes al ataque
por H. vastatrix (como en el Hibrido de Timor), se han identificado por medio de andlisis
transcriptomicos la expresion regulada de al menos 13 genes, en comparacion a variedades
susceptibles, como Caturra (Florez et al., 2017). Estos genes codifican proteinas implicadas en
funciones como receptoras del tipo quinasa, receptoras de flujos de iones, protectoras de
especies reactivas de oxigeno, fosforilacion de proteinas, biosintesis de etileno y deposicién de
callosa. Resaltan 5 genes en la variedad resistente, de los cuales hay una clara sobreexpresion
respecto a la variedad Caturra, y que supuestamente hacen incompatible la relacion hongo-
planta; estos genes codifican una proteina de dominio hélice-loop-hélice basica (bHLH) de unidn
a DNA, un factor de transcripcion de respuesta a etileno (ERF 1B), proteinas putativas de
resistencia (RGA1 y dirigent-like), y una oxipremnaspiridiona oxigenasa. En el andlisis de
expresidon mencionado, sélo se observaron respuestas de defensa basales en la resistencia
posthaustorial intimamente ligada con genes clave de defensa contra el fitopatégeno. Estas

respuestas varian segun el genotipo del café (Florez et al., 2017).

En el NCBI estd almacenada la secuencia del genoma crudo de H. vastatrix (txid1291517), la cual
fue obtenida por las técnicas NGS Illumina y 454 a partir de 8 aislados, la secuencia gendmica

estd compuesta de 333 Mb, con 396,264 contigs y 302,466 scaffolds (Cristancho et al., 2014).

1.8 Estrategias tradicionales para el manejo de la enfermedad

Los productores de café han implementado una serie de estrategias para combatir el ataque de
H. vastatrix y asi evitar las pérdidas causadas por la enfermedad, que incluyen el control
genético, el control bioldgico, el empleo de practicas agronédmicas adecuadas, el control quimico

y el manejo integrado.

1.8.1 Control genético

Este tipo de control consiste en la busqueda, desarrollo y empleo de cultivares resistentes como
estrategias para limitar la infeccidon por roya. Sin embargo, tiene la desventaja de que las razas

de este fitopatégeno tienen un alto potencial evolutivo superando continuamente los
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mecanismos de defensa del hospedero por su alta tasa de mutacion (Cristancho et al, 2007) y
criptosexualidad, el cual es un tipo de reproduccién sexual oculto dentro de las esporas
asexuales (Carvalho, Fernandes, Carvalho, Barreto y Evans, 2011). Ademas de la resistencia a la
roya, las variedades deben de contar con buenas caracteristicas agrondmicas y uniformidad en

la calidad del café (Arneson, 2000).

El Hibrido de Timor es una de las variedades mas exitosas en el control genético, siendo un
cruce natural entre C. arabica y C. canephora. Ademas, la introduccién del Hibrido de Timor
1343 se usé para la produccidon de la variedad Colombia (Cristancho et al., 2007), que es
afectada por la enfermedad ojo de gallo en hojas (Centro Nacional de Investigaciones de Café
[Cenicafe], 2011). La resistencia vertical coordinada y efectiva en estadios tempranos de la
infeccion, es el comun denominador en estas variedades, no obstante, las razas al volverse mas
virulentas pueden superar estas barreras facilmente, lo cual es menos probable en la resistencia
horizontal. El resultado de la interacciéon del patosistema es incompatible y por ende la
proliferaciéon de H. vastatrix se detiene, ademds de la ruptura del contenido citoplasmatico de

las estructuras de infeccién fungicas (Florez et al., 2017).

1.8.2 Control biolégico

Una de las estrategias de control alternativas es la inoculacién de enemigos naturales del
patdgeno. Para el caso de la roya, se aplica el hongo Lecanicillium lecanii, el cual es uno de los
hiperparasitos mas comunes de la roya del café presentandose de forma natural en los
cafetales. L. lecanii coloniza lesiones de la roya del café reduciendo la viabilidad de las
uredinidsporas, pero con bajo impacto en el desarrollo general de la roya (Arneson, 2000). Una
de las dificultades es la reproduccién masiva que permita obtener estructuras de reproduccién
en corto tiempo, bajo costo y con alta viabilidad. También debe considerarse que el efecto de L.
lecanii sobre H. vastatrix depende de la presencia y el mutualismo entre la escama verde Coccus
viridis y la hormiga Azteca instabilis en el agroecosistema cafetalero, como un todo que actua

en un contexto espacialmente especifico (Jackson, Skillman y Vandermeer, 2012).
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1.8.3 Control agrondmico

En cuanto a las practicas agrondmicas, se recomienda mantener en buen estado nutricional a
las plantas mediante una adicidn constante de materia orgdnica y un adecuado balance de
micronutrientes como N y P, evitar la sombra excesiva, asi como disminuir densidades de
plantacion altas, propiciar policultivos con especies sinérgicas fijadoras de nitrégeno (frijol) o
con efecto alelopatico, el reemplazo de plantas de cafeto infectadas con plantas sin infeccién y
un buen control de malezas (Arneson, 2000). Por otra parte, reducir la sombra en los cafetales

tiene un efecto perjudicial en la biodiversidad.

1.8.4 Control quimico

El control quimico estd intrinsecamente relacionado con la fenologia de la planta y el inicio de la
estacion de lluvias. Se realiza bajo un enfoque preventivo con la aplicacién de oxicloruro de
cobre. También se realiza con un enfoque curativo con cyproconazol, azoxistrobin y triadimefon.
En 2013 la SAGARPA empez6 a distribuir el fungicida DR43 y el biofertilizante AITIA, aunque por
no contar con la certificacién requerida los cafeticultores se muestran renuentes e inconformes
con la aplicacién de estos productos, sobre todo en las parcelas organicas (Comisidon
Interamericana de Agricultura Organica [CIAQ], 2013). En un estudio de comparacién de accién
entre cinco fungicidas de contacto (caldo viscoso, caldo bordelés, caldo sulfocalcico, oxicloruro
de cobre, trilogy 64 EC) que se aplicaron en un area que mostré previamente un 11.20% de
incidencia promedio de infeccidn, ninguno mostré una reduccidn en los porcentajes de
infeccion después de 72 dias de aplicacidn, apreciandose que todos tuvieron una tendencia a la

alza (Asociacién Nacional del Café [Anacafé], 2013).

El control quimico se lleva a cabo con base en el analisis de riesgos regionales, monitoreo
constante del patégeno y sobre todo la disponibilidad econdmica del productor. Se recomienda

aplicar un producto sistémico y otro de contacto (SENASICA, 2016).

El control quimico es una alternativa eficaz pero costosa y perjudicial para la salud humana y

medio ambiente (Talhinhas et al., 2017), ademas, el patégeno puede desarrollar resistencia a
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los fungicidas, y éstos, principalmente los basados en cobre, aumentan la abundancia de
minadores de la hoja y &acaros (Jackson, Skillman y Vandermeer, 2012), por lo cual no se

considera como la solucién ideal al problema.

1.8.5 Manejo integrado

En esta estrategia se implementan de forma sinérgica los métodos anteriores con el fin de
potenciar un mejor manejo de la plaga. Se plantea que el manejo agrondmico que consiste en la
eliminacién de malezas, poda y fertilizacién, aunado a la aplicacién del fungicida orgdnico caldo
bordelés, disminuye el nivel de enfermedad (Obando, Iberico y Oliva, 2015). En México, la
SAGARPA (2016), mediante el componente PROCAFE e Impulso Productivo del Café, promueve
acciones en la politica nacional cafetalera con el fin de revertir la caida de la produccién. Estas
acciones incluyen: la renovacion de cafetales, asistencia técnica especializada y con inclusién
social, paquetes tecnoldgicos integrales e inversién y ocurrencia. De forma especifica cuenta

con el Programa de Vigilancia Epidemioldgica de la Roya del cafeto (H. vastatrix).

1.9 Nueva estrategia biotecnoldgica para la proteccion vegetal: Silenciamiento Génico

Inducido por Aspersion (SIGS)

Una estrategia de reciente generacién llamada silenciamiento génico inducido por aspersion
(SIGS), es una herramienta novedosa, no transgénica por basarse en la secuencia de bases
nitrogenadas no es susceptible a resistencia o a tolerar cepas patégenas mutadas y no interfiere
con la respuesta de defensa innata de los huéspedes (Koch et al., 2016; Wang y Jin, 2017). SIGS
se basa en la aspersién de RNAs pequefios de doble cadena (dsRNAs) y monocatenarios (sRNAs)
especificos sobre la superficie del huésped, para silenciar genes clave para la patogenicidad o
integridad del patdgeno en cuestidn, otorgandole proteccién a la planta (Koch et al., 2016;
Wang et al.,, 2016). Dicha estrategia ya ha sido probada en el combate de la infeccién por
Fusarium graminearum en la cebada (Koch et al., 2016) y en Botrytis cinerea en vegetales, frutas
y en pétalos de flores (Wang et al., 2016). Ademas de ser efectiva para controlar enfermedades

causadas por hongos y omicetos (E.U.A. Patente N°. 14/809,063, 2016), su implementacion se
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podria extender a diferentes patosistemas, inclusive de otros reinos, con las adaptaciones

necesarias en cada caso.

1.9.1 Fundamento de la estrategia de Silenciamiento Génico Inducido por Aspersion (SIGS):

respuesta natural mediada por RNAs pequeios en la interaccion planta: patégeno

El mecanismo de SIGS emplea la maquinaria eucariética evolutivamente conservada de
silenciamiento génico por interferencia de RNA (RNAI), que regula procesos bioldgicos como el
crecimiento, respuesta a estimulos ambientales, mecanismos de defensa y la regulacion de la
expresion génica (Mukherjee Campos y Kolaczkowski, 2012; Borges y Martienssen, 2015), por
medio de entidades bioquimicas que incluyen la actividad enzimdtica de proteinas como

Drosha, Dicer, Argonauta y el complejo RISC (Bernstein et al., 2001).

El fundamento de SIGS parte de que ciertos hongos inician el proceso de patogenicidad por
medio de la emisién de RNAs pequeiios (SRNAs, o siRNAs) para suprimir la inmunidad de la
planta, este fendomeno también se observa de forma inversa, la planta emite sRNAs hacia el

patégeno para atenuar su capacidad infectiva (Fig. 12) (Weiberg et al., 2013).
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Figura 12. Proceso de Intercambio de RNA a) planta-patdgeno b) patdgeno-planta (Modificada de
Grens, 2017).

Recientemente, se describié el mecanismo mediante el que se transportan los sRNAs del
huésped al patégeno, en el caso del patosistema Arabidopsis-Botrytis cinerea. La planta
encapsula en exosomas los sRNAs y los envia al hongo fitopatégeno (Cai et al., 2018). Este
mecanismo también ha sido observado en Plasmodium falciparum, el protozoo parasito

causante de la malaria (Cai et al., 2018) y en nematodos (Buck et al., 2014).

Una vez en el hongo, los dsRNAs (Fig. 13, a) se procesan por DCL (Fig. 13, b) e incorporan al
complejo RISC d (Fig. 13, c), etiquetando finalmente a transcritos blanco por
complementariedad de secuencia (Fig. 13, d) y dirigiendo su degradacién o bloqueando su

traduccién (Koch et al., 2016) como se aprecia en la Figura 13, e.
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Figura 13. Mecanismo de degradacion de mRNA por siRNAs. (Modificada de Lépez, Silva, Lopez y Arias,
2007).

En un estudio de SIGS dirigido al silenciamiento de DCLs, se corrobord que el hongo Botrytis
cinerea adquiere sRNAs aplicados por aspersion y que silencia eficazmente a sus DCL para
atenuar su patogenicidad y crecimiento (Wang et al., 2016). Los sRNAs fueron localizados en
partes distales del sitio de aplicacion (pétalos de flores, superficies de hojas y superficies de
frutas), extendidos por toda la planta a través del tejido vascular. La vida util de estas
biomoléculas es de 7-8 dias y varia segun las condiciones climatolégicas de la regidén geografica

en cuestion (Koch et al., 2016; Wang et al., 2016).

1.9.2 Genes DCL como blancos de la estrategia de Silenciamiento Génico Inducido por

Aspersion (SIGS)

En busca del gen diana para aplicar la tecnologia SIGS, se probaron genes involucrados en

procesos infectivos y de propagacion, como los involucrados en la sintesis de componentes de la
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pared celular (Weiberg et al., 2013; Koch et al., 2016). Las primeras demostraciones de
efectividad se aplicaron en el patosistema cebada-Fusarium graminearum. Mediante la
aspersion de dsRNAs dirigidos a silenciar tres genes involucrados en la biosintesis de ergosterol:
CYP51A, CYP51B y CYP51C, inhibiendo la produccién de biomasa fungica y transcritos, tanto en
las superficies directamente asperjadas como las distales (Koch et al., 2016). Concluyendo que

el procesamiento por la maquinaria de RNAi es un prerrequisito para la actividad antifingica.

Ademas de estos tres genes, se demostré que cualquier gen podria en principio ser silenciado
con esta tecnologia (Koch et al., 2016). Es de suma importancia sefialar que las otras enzimas
componentes actuan de forma conjunta: Drosha-Pasha y Ago-RISC (Tomari y Zamore, 2005;
Burger y Gullerova, 2015), por lo cual es mas factible encauzar la tecnologia SIGS hacia el

silenciamiento de Dicer.

1.9.3 Estructura de proteinas Dicer fungicas

Cada gen DCL codifica una enzima Dicer, que son endoribonucleasas de ~220 kDa, cuyo papel
primario es la identificacién y procesamiento de dsRNA y ssRNA, cortandolos en fragmentos de
~21 bp llamados sRNA (Taylor et al., 2013). La estructura de dominios de Dicer en el clado de las
royas, generalmente consta de 5 dominios (ScanProsite, s.f.): DEAD, helicasa, dsRBD y los
gemelos RNasa lll, organizados de N-terminal a C-terminal (Fig. 14). El nucleo catalitico
corresponde a los dominios RNasa Il (Hu et al.,, 2013), aunque algunos estudios incluyen

dominios de unidn del dsRNA (Mukherjee et al., 2012; Burger y Gullerova, 2015).

La caja DEAD esta relacionada con la afinidad y el desenrollamiento de los acidos nucleicos, la
union a ATP y la actividad ATPasa (Linder et al., 1989), siendo simil al factor de iniciacién de la
traduccién eucaridtica: elF4A (Herndndez y Vazquez-Pianzola, 2005). El dominio par
DEAD/Helicasa facilita el movimiento de la proteina a través del dsRNA, ademas, su ausencia en
las proteinas Dicer indica su especializacion en el procesamiento de miRNAs, un tipo especifico
de sRNAs (Mukherjee et al., 2012). El dominio dsRBD ha sido localizado en proteinas que

reconocen especificamente RNAs de doble cadena (Burd y Dreyfuss, 1994). Los dos dominios
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RNasa Il estan adyacentes uno del otro y separados por un heterodimero interno, cada uno de

ellos corta una cadena del precursor (Hu et al., 2013).

Figura 14. Estructura consenso en royas del gen DCL por dominios. (Modificado de ScanProsite, s.f.).

La tecnologia SIGS dirigida a DCL, por lo tanto, se puede expandir a otras especies para proteger
diversos cultivos vegetales, entre ellos, el patosistema Coffea-Hemileia vastatrix del cual no

existen antecedentes sobre el uso de esta tecnologia. En la Fig. 15 se esquematiza la estrategia

SIGS.
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Figura 15. Ribointerferencia entre reinos y el empleo de SIGS en la interaccién patdgeno-hospedero

para atenuar la patogenicidad del hongo (Wang, et al., 2017).
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1.9.4 Criterios de potencial de silenciamiento para el disefio de RNAs pequeiios en la

estrategia Silenciamiento Génico Inducido por Aspersion

A partir de casos exitosos de la tecnologia SIGS publicados en la literatura especializadada (Koch
et al., 2016; Wang et al., 2017), se ha logrado extraer criterios importantes para aumentar la

probabilidad de efectividad y especificidad de los sSRNAs para el control de hongos patdgenos:

Los sRNAs deberdn disefiarse en regiones de DCL de baja identidad y no conservadas entre H.
vastatrix y C. arabica, para evitar una respuesta colateral de silenciamiento de DCLs no blanco.
Para ello se emplean las bases de datos bioldgicas de libre acceso para obtener las secuencias y

compararlas.

El disefio se basa en una regién intermedia del gen DCL que garantiza, al menos tedricamente, la
separacion de los dominios funcionales que caracterizan a las proteinas DCL, que son un
dominio amino de helicasa y dos dominios carboxilo de RNasa. Se han empleado fragmentos

desde 151-164 bp.

Empleo de RNA bi o monocatenario que posea una secuencia idéntica al DCL de H. vastatrix.

Es importante determinar si los sRNAs podrian tener actividad sobre otros patdgenos
(considerando especies ortélogas). De esta forma se puede establecer el espectro de actividad,

si se requiere amplio, o especifico para controlar exclusivamente un patégeno.

Ademads de los criterios anteriormente mencionados, y que se refieren exclusivamente a las
caracteristicas de disefio de los RNAs, deben cumplirse otras condiciones, como la
disponibilidad de los RNAs pequenos hacia el hongo, la capacidad del hongo de ingresarlos, y la
estabilidad de los RNAs pequefios en la escala espacio-temporal durante las etapas criticas de

establecimiento de la infeccion (Wang et al., 2016).
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2. Justificacion

En México y el mundo, el fitopatdgeno H. vastatrix es el principal causante de pérdidas en la
produccién del café. La roya constituye un gran problema que impacta negativamente las
exportaciones de las regiones subdesarrolladas que dependen de este producto agricola. Por lo
anterior, es necesario desarrollar la proteccidn del cultivo del cafeto con énfasis en el control de
la roya, que no daien al medio ambiente ni la salud humana, ya que de ello depende su éxito y

aceptacion por el mercado.

En este trabajo, se propuso el disefio de una biofungicida basado en la estrategia SIGS, dirigida
al silenciamiento génico de DCL, un gen clave en la interaccién con la planta y la patogenicidad
del hongo. El principio activo de esta estrategia son RNAs pequeiios disenados para silenciar y
deshabilitar a DCL. Para la determinacién de las secuencias potencialmente o6ptimas se
aprovechd el conocimiento de la relacion planta-patégeno obtenido a partir del estudio del
hongo B. cinerea, que ha sido el modelo para el desarrollo de la tecnologia de nueva generacion

SIGS.

Al momento, no existe un protocolo de SIGS en el control de la roya del café. Como primer paso,
es necesario determinar la secuencia del gen DCL en H. vastatrix. A partir de ahi se pueden
disefiar sRNAs encauzados a inactivar la expresidon de los genes DCL de H. vastatrix. Con este
trabajo, se establecen los primeros pasos para desarrollar una propuesta biotecnoldgica de
ultima generacidn para el control de la roya, que en un futuro coadyuve la proteccidn del cultivo

y permita mantener su viabilidad econdmica.
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3. Hipdtesis

Los genes DCL en H. vastatrix tendran secciones Utiles sobre las que se pueden disefiar sSRNAs

para su uso en SIGS, de acuerdo a los criterios de potencial de silenciamiento.

4. Objetivo general

Secuenciar los genes DCL en H. vastatrix y disefar sRNAs, para su posterior aplicaciéon en el

combate de la roya del café mediante silenciamiento génico inducido por aspersion (SIGS).

4.1 Objetivos especificos

4.1.1 Identificar a H. vastatrix en hojas de café con los sintomas caracteristicos, mediante
amplificacién del ITS

4.1.2 Clonar y secuenciar las regiones genémicas DCL de H. vastatrix.

4.1.3 Determinar secciones de baja homologia entre los genes DCL de H. vastatrix y los de
Coffea arabica.

4.1.4 Disefiar sRNAs para su aplicacién en SIGS.
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5. Materiales y métodos

5.1 Material bioldgico

La colecta del tejido vegetal se llevéd a cabo en un cafetal de la localidad Rancho Grande,
perteneciente a San Juan Bautista Valle Nacional, y en la Universidad del Papaloapan campus
Tuxtepec, ambas zonas en Oaxaca, México (Fig. 16), con los datos de localizacién en la Tabla 3.
En los laboratorios de Biologia Molecular y Biotecnologia Vegetal de la UNPA se procesaron los

tejidos recolectados de ambos sitios con sintomas de infeccion.

Tabla 3. Informacién georreferenciada de las zonas de muestreo de la roya del café en México

(Google, s.f.).

Zona de muestreo Latitud (S)* Longitud (W)Y Altitud (m)
UNPA, campus Tuxtepec 18.014614 -96.171605 47
Rancho Grande, Valle Nacional 17.932337 -96.331438 830
*S=Sur

YW=0este
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[ Rancho Grande, Valle Nacional
= UNPA campus Tuxtepec

Figura 16. Localizacidon en el mapa de México de los sitios de colecta de hojas de café con roya

(Google, s.f.).
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5.2 Microscopia

Bajo el microscopio invertido (Eclipse Ti-U, Nikon) se observaron las estructuras de las lesiones y
para observar flngicas, mediante el método de la cinta. Se tomd un trozo de cinta adhesiva
transparente y por el lado pegajoso se presiond ligeramente sobre las lesiones de roya para
adherirlas posteriormente a un portaobjetos. Se observd con los objetivos 10X, 20X y 40X y se
capturaron las fotos con una camara digital (Evolution™ MP, Media Cybernetics), adaptada al
microscopio invertido (Eclipse Ti-U, Nikon). Las esporas de las lesiones de las hojas con
caracteristica de roya, fueron colectadas frotando el envés de las hojas con una espatula, se

depositaron en tubos Eppendorf y se almacenaron a -80°C para su posterior procesamiento.

5.3 Extraccion de DNA gendmico por el método fenol-cloroformo

Se empled el protocolo de Cristancho et al., (2007) con algunas modificaciones. A las esporas
colectadas se les adicionaron 300 plL de buffer de lisis (50 mM de tris HClI pH 7.5; 50 mM de
EDTA pH 8.0; 3% de SDS; 1% de Mercaptoetanol) (Anexo A) y se maceré con pistilos de
polipropileno. Una vez homogenizado se adicionaron 300 uL adicionales de buffer de lisis, los
tubos se agitaron en un vortex, y se incubd en un baio Maria a 80°C durante 10 min. Cuando los
tubos se enfriaron hasta llegar a una temperatura de 50°C, se agregaron 700 plL de la mezcla
Fenol-Cloroformo-lsoamilalcohol (25:24:1). Se mezclé suavemente hasta obtener una emulsion
y se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a otro tubo y se
adicionaron dos volumenes de etanol puro y 1/10 volumen de solucién 3M de acetato de sodio
(Anexo A) para precipitar durante 2 horas a -20°C. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a
10,000 rpm durante 15 min. Se descartd el sobrenadante y obtuvieron los pellets, que se
lavaron con 480 pL de etanol al 80%. El precipitado se secé a temperatura ambiente y se
resuspendid en 40 uL de agua DEPC (Anexo A). Se adiciond 1 uL de RNAsa Ay se incubd a 37°C
por 30 min para eliminar el RNA contaminante. Finalmente, para desactivar la RNasa A se

incubd a 65°C por 10 min y se almacené a -20°C para su analisis posterior.
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5.4 Identificacion molecular de Hemileia vastatrix

5.4.1 Amplificacion del ITS

Para la identificacion de H. vastatrix, a partir de DNA gendmico obtenido de las lesiones se
amplificé por PCR la region que se muestra en la Fig. 17, y que abarca parte del 18S, la regidon
ITS1-5.85-ITS2 completa y parte del 28S. Para esto se emplearon los oligonucledtidos
universales ITS1 e ITS4 (White, Bruns, Lee y Taylor, 1990; Cristancho et al., 2007; Quispe-Apaza
et al., 2017). Adicionalmente, se usaron los oligonucledtidos especificos para H. vastatrix Hv-ITS-
F y Hv-ITS-R amplificando la regién ITS1 parcial, 5.85 completa e ITS2 parcial (James, Marino,
Perfecto y Vandermeer, 2016). Los oligonucledtidos estdn representados en la Tabla 4 vy

mostrados esquematicamente en la Fig. 17, asi como el segmento del gen de rRNA que abarcan.

Figura 17. Primers para la amplificacion de la regién ITS (Modificada de Raja et al., 2017).

Tabla 4. Secuencias de oligonucledtidos empleadas en este trabajo

Oligonucledtido Secuencia Tm (°C)
ITS1 directo TCCGTAGGTGAACCTGCGG 57
ITS4R reverso TCCTCCGCTTATTGATATGC 53
Hv-ITS-F CTGCGGCAATTTATTGCTTA 63
Hv-ITS-R TATTGGGTGCTTGCCATT 62
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Las reacciones de amplificacion por PCR se realizaron en microtubos de 0.2 mL, agregando los
componentes especificados en la Tabla 5y 6, y se llevaron a un termociclador (Veriti™ 96 Well,

Applied Biosystems), de acuerdo al programa indicado en la Tabla 7 y 8.

Tabla 5. Componentes de la mezcla de reaccidn para la PCR con oligonucleétidos universales

Componente Volumen (pL)

DreamTaq Green PCR Master Mix 2X (K1081, 25

Thermo Scientific)

Oligonucledtido directo (10 uM) 2.5
Oligonucledtido reverso (10 uM) 2.5
Templado (50-250 ng) 2.5
Agua libre de nucleasas 17.5
Total 50

Tabla 6. Componentes de la mezcla de reaccion para la PCR con oligonucleétidos especificos

Componente Volumen (uL)
HF 5X Buffer (B0518S, New England) 4
dNTP’s (NO447L, New England) 0.4
Oligonucledtido directo (10 uM) 1
Oligonucledtido reverso (10 uM) 1
Templado (50-250 ng) 1
Phusion® High Fidelity (M0530L, New England) 0.2
Agua libre de nucleasas 12.4
Total 20
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Tabla 7. Condiciones de ciclado para la amplificacion de ITS con oligonucledtidos universales.

Paso Temperatura °C  Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95 3 min 1
Inicial

Desnaturalizacion 95 15s

Hibridacion 57 30s 35
Extension 72 3 min

Extension final 72 7 min 1
Mantener 4

Tabla 8. Condiciones de ciclado para la amplificacidn de ITS con oligonucleétidos especificos.

Paso Temperatura°C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 98 30s 1
Inicial

Desnaturalizacion 98 15s

Hibridacion 62 30s 35
Extension 72 2 min

Extension final 72 7 min 1
Mantener 4

Los productos de PCR se separaron por electroforesis empleando un gel de agarosa al 2%
(Anexo A) a 100 V por 40 min. Se afiadié en el carril del marcador de peso molecular 4 uL de
GeneRuler DNA Ladder Mix/GeneRuler 1 Kb DNA Ladder para las reacciones de 50 uL y 3 pL de

marcador para las de 20 pL. Los productos se revelaron con bromuro de etidio (Anexo A) y se
37



adquirieron las imagenes por medio del equipo fotodocumentador (Ingenius, LHR Syngene) y el

programa GeneSnap.

Posteriormente a la visualizacion de productos, se escindié el fragmento de DNA del tamafio
esperado y se colocd en un tubo Eppendorf de 1.5 mL para proceder a su purificacidon por el kit
MinElute PCR Purification (28004, QIAGEN) o GenelET Gel Extraction (K0692, Thermo

Scientific™) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Se cuantificé la concentracion de DNA extraido mediante el uso del Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific). Los amplicones purificados se enviaron para su secuenciacioén individual en la unidad
de secuenciacion LANGEBIO en el CINVESTAV-Irapuato, mediante la metodologia Sanger. Los
amplicones se secuenciaron en las dos direcciones, empleando el oligonucledtido ITS1 y Hv-ITS-

F por un extremo e ITS4R y Hv-ITS-R por el otro.

5.5 Analisis de secuencias y filogenia

Se visualizé el electroferograma de las secuencias crudas mediante el programa Chromas, se
realizd una limpieza manual de las bases de mala resolucién de los extremos 5 y 3’, ademas de
emplear las herramientas bioinformaticas EMBOSS-Needle
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) y Reverse and/or complement DNA
sequences (http://arep.med.harvard.edu/labgc/adnan/projects/Utilities/revcomp.html) para
obtener la secuencia consenso de ser posible. De acuerdo a Raja et al., 2017 se realizé la
identificacion filogenética en diversas bases de datos biolégicas (Barcode of Life Database,
BOLDSYSTEMS, CBS-KNAW, Fungal Barcoding, Fungal MLST database Q-Bank, UNITE, Naive
Bayesian Classifier, Mycobank) pero se optd por las mejores puntuaciones en RefSeq Target Loci
y blast del NCBI, seleccionando los mas altos puntajes respecto a identidad, nimero de
expectativa y cobertura (Raja et al., 2017). Se realizo el alineamiento multiple de secuencias en
el programa MEGA 7 (Kumar, Stecher y Tamura, 2016), incluyendo la secuencia obtenida en
este trabajo, para finalmente obtener el arbol filogenético. Los arboles se realizaron con el
método Neighbor-Joining con un valor bootstrap de 1000 (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski y

Kumar, 2013).
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5.6 Identificacion de los genes DCL en Hemileia vastatrix

A partir de DNAg de esporas, se realizaron reacciones de PCR con la finalidad de amplificar las
regiones gendmicas de los DCL. Para esto se emplearon oligonucleétidos de dos tipos:

especificos y degenerados.

5.6.1 Diseio de primers especificos

Debido a que la secuencia del gen DCL de H. vastatrix aun no esta anotada funcionalmente. Para
encarar esta ausencia de datos, se procedié a localizar en bases de datos bioldgicas secundarias
y especializadas, genes DCL ortélogos tomando como referencia los del orden Pucciniales. Una
vez obtenidos se procedié a realizar la comparacidon de secuencias mediante el programa
bioinformatico tblastn, usando como query cada uno de los Dicer anotados y como subject el
genoma de la roya del café (txid1291517). Con base en los mejores hits de los pardmetros de
cobertura, identidad y valor de expectativa se filtraron los contigs. Se consideré que el disefio de
los oligonucleétidos se ubicara en las regiones no conservadas entre los dominios helicasa
(incluyendo dsRBD, ver Fig. 18) y los dominios RNasalll de los genes DCL. Una vez adquirida la
region de interés, se procedié a elaborar los oligonucleétidos especificos en el programa Primer
3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) con los siguientes parametros de disefio: 40-60% de

contenido GC, 18-27 pb, Tm de 57-63°C, evitando la formacién de horquillas y dimerizacién.

Figura 18. Sitio de interés para la elaboracion de primers especificos.
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5.6.2 Diseno de oligonucledtidos degenerados

Se implementd la PCR degenerada debido a la ausencia de DCLs reportados de H. vastatrix y en
caso de que la(s) secuencias predichas mediante tblastn no se encontraran anotadas
correctamente en la base de datos. Inicialmente y de acuerdo a metodologias establecidas
(Linhart y Shamir, 2005; Iserte et al., 2013) se obtuvieron en UNIPROT, MycoCosm JGI, funRNA 'y
el NCBI las secuencias proteicas y nucleotidicas de genes DCL del orden Pucciniales. En T-coffee
(Notredame, Higgins y Heringa, 2000) y MEGA 7 (Kumar et al, 2016), se realizaron alineamientos
multiples de aminoacidos y bases nucleotidicas entre los Dicer y DCL reportados. Se localizaron
los motivos que abarcaran los dominios de interés para el disefio de sRNAs: helicasa, dsRBD vy
RNasa lll. Se incluyeron 7 aminodcidos para los cebadores que equivalen a ~20 bases, estos se
evaluaron acorde al menor numero de degeneracidén y se seleccionaron los mejores puntajes. El
orden de seleccién aminodcidica fue inversamente proporcional al nimero de codones que la
codificaran. Por ultimo, se evitéd la degeneracién en el extremo 3’ ya que puede inhibir la
actividad de la polimerasa en el alineamiento. Se elaboraron tanto primers con total
degeneracidon como otros en los cual su disefio se basd solo en las secuencias disponibles de
DCL del orden Pucciniales. Es de remarcar que se desconoce la tabla de uso de codones de H.
vastatrix por lo cual se implementé el disefio manual, y no se optéd por programas

bioinformaticos (j-CODEHOP, CEMASUITE y Genious).

5.6.3 Amplificacion de los genes DCL de H. vastatrix con primers especificos y degenerados

Una vez disefiados los primers tanto especificos como degenerados se realizé la PCR con cada

uno por separado. Las reacciones PCR se efectuaron en microtubos de 0.2 mL, agregando los

componentes especificados en las Tablas 9 y 10, y se llevaron a un termociclador (Veriti™ 96

Well, Applied Biosystems), de acuerdo a los programas indicados en las Tablas 11y 12.
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Tabla 9. Componentes de la mezcla para la PCR del gen DCL con oligonucleétidos especificos

Componente Volumen (pL)

DreamTaq Green PCR Master Mix 2X (K1081, 25

Thermo Scientific)

Oligonucledtido directo (10 uM) 2.5
Oligonucledtido reverso (10 uM) 2.5
Templado (50-250 ng) 2.5
Agua libre de nucleasas 17.5
Total 50

Tabla 10. Componentes de la mezcla para la PCR de los genes DCL con oligonucledtidos

degenerados

Componente Volumen (uL)
HF 5X Buffer (B0O518S, New England) 4
dNTP’s (NO447L, New England) 1
Oligonucledtido directo (10 uM) 2
Oligonucledtido reverso (10 uM) 2
Templado (50-250 ng) 1
Phusion® High Fidelity (M0530L, New England) 0.5
Agua libre de nucleasas 9.5
Total 20
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Tabla 11. Condiciones de ciclado para la amplificacion del gen DCL con oligonucledtidos

especificos.

Paso Temperatura °C  Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95 3 min 1
Inicial

Desnaturalizacion 95 30s

Hibridacion 60 30s 40
Extension 72 3 min

Extension final 72 5 min 1
Mantener 4

Tabla 12. Condiciones de ciclado para la amplificacidon de los genes DCL con oligonucleétidos

degenerados.
Paso Temperatura°C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 98 30s 1
Inicial
Desnaturalizacion 98 15s
Hibridacién 53 30s 35
Extensidn 72 3 min
Extension final 72 7 min 1
Mantener 4

Los productos de PCR se separaron por electroforesis empleando un gel de agarosa al 1%
(Anexo A), a 140 V por 40 min para los amplicones con oligonucleétidos degenerados y a 100 C

por 35 min para los amplicones con oligonucledtidos especificos. Se afiadidé en el carril del
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marcador de peso molecular 4 puL de GeneRuler 1 Kb DNA Ladder para las reacciones de 50 pL y
3 uL de marcador para las de 20 pL. Los productos se revelaron con bromuro de etidio (Anexo A)
y se adquirieron las imagenes por medio del equipo fotodocumentador (Ingenius, LHR Syngene)

y el programa GeneSnap.

A partir de este paso se continud sélo con los productos obtenidos con los oligonucleétidos
especificos. Posteriormente a la visualizacion de productos, se escindieron los fragmentos de
DNA del tamafio esperado y se colocé en un tubo Eppendorf de 1.5 mL para proceder a su
purificacion por el kit GenelET Gel Extraction (K0692, Thermo Scientific™) de acuerdo a las

especificaciones del fabricante.

Se cuantificd la concentracién de DNA extraido mediante el uso del Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific). Los amplicones purificados se enviaron para su secuenciacioén individual en la unidad
de secuenciacion LANGEBIO en el CINVESTAV-Irapuato, mediante la metodologia Sanger. Los
amplicones se secuenciaron en las dos direcciones, empleando los oligonucleétidos especificos

obtenidos de la seccién 5.6.1.

Para el andlisis de secuencias se depurd manualmente los productos crudos obtenidos de la
secuenciacion mediante el programa Chromas, para obtener la secuencia consenso de ser
posible. Esta secuencia se ingresd al Blast y se seleccionaron los mas altos puntajes respecto a

identidad, numero de expectativa y cobertura.

5.7 Secuenciacion por MinlON

Se aplicd la secuenciacion por MinlON para tener una aproximacién metagendmica. Con el
objetivo de identificar a nivel molecular la presencia de H. vastatrix en una muestra ambiental.
Se realizd de novo la amplificacion del ITS a partir de la muestra de roya de Rancho Grande,
Valle Nacional, con los primers ITS1 (directo) e ITS4R (reverso). Los componentes de la PCR asi

como el programa del termociclador se describen en las Tablas 13 y 14.
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Tabla 13. Preparacion de reacciones de PCR con DreamTaq PCR.

Componente Volumen (pL)

Dream Taqg PCR Master Mix (2X) 25
Oligonucledtido directo (10 uM) 2.5

Oligonucledtido reverso (10 uM) 2.5

Templado (50-250 ng) 2.5
Agua libre de nucleasas 17.5
Total 50

Tabla 14. Condiciones de ciclado para la reacciéon con DreamTaq PCR.

Paso Temperatura °C  Tiempo Ciclos

Desnaturalizacién

95 3 min 1
Inicial
Desnaturalizacion 95 15s
Hibridacion 57 30s

40

Extension 72 3 min
Extension final 72 7 min 1
Mantener 4

Los productos se separaron en una camara de electroforesis horizontal, mediante un gel de
agarosa al 1%, en el buffer de corrida TAE 1X (Anexo A) a 130V por 45 min, se revelaron por 5
min en BrEt (Anexo A) y se obtuvo la imagen en el transiluminador. Posteriormente, se realizé la
purificacion de la banda deseada por medio del kit GenelET Gel Extraction. Para la
secuenciacion se envid a la empresa ALPHAGEN 20 plL del amplicén de ITSy 5 uL de DNAg de H.

vastatrix de Rancho Grande, Valle Nacional.
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La empresa ALPHAGEN realizd la secuenciacién a través de nanoporos. Para ello primero la
muestra se prepard mediante la fragmentacion del DNA, adicién de la cola poli-A en los
extremos 3’ y proteinas nanopore que dirigieron las secuencias al nanoporo, ambas cadenas se
ligaron mediante adaptadores y purificaron con un campo magnetico, para posteriormente
cargar la muestra en una celda de flujo. La secuenciacién se obtuvo por los cambios en la
corriente eléctrica obtenidos al pasar las bases de la cadena por los nanoporos. Mediante el
programa MinKNOW se analizaron y guardaron los datos en un archivo FASTS5 y se convertieron
en una secuencia de nucleétidos (basecalling). Los resultados se mostraron graficamente en el

programa Krona.

5.8 Diseiio de sRNAs para su aplicacidn en la estrategia de Silenciamiento Génico Inducido por

Aspersion (SIGS)

El disefio de sSRNAs para SIGS dirigido contra H. vastatrix y otros hongos identificados, se realizé
considerando los criterios de potencial de silenciamiento especificados en la secciéon 1.8.3, para
lo cual se realizaron alineamientos de la secuencia del contig 148667 para H. vastatrix contra la
secuencia de DCLs de la planta de café en la herramienta T-Coffee, tanto en nucledtidos como
aminodcidos. El disefio se realizd en la regién no conservada entre los dominios funcionales

dsRBD y RNasa lll.
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6. Resultados y discusion

6.1 Identificacion de Hemileia vastatrix en lesiones de roya de café

6.1.1 Andlisis de las lesiones de la roya

El paso inicial en este trabajo fue la ubicacion y recoleccion de esporas en lesiones de roya en
plantios de café. Esto se llevd a cabo en un cafetal de Rancho Grande, Valle Nacional (Fig. 19a-b)
y en cafetos de la UNPA, campus Tuxtepec (Fig. 19c-d) para lo cual en el envés de las hojas se
debieron percibir los sintomas caracteristicos de esta fitoenfermedad que corresponden a
lesiones en el envés de la hojas de color amarillo-naranja (Centro Nacional de Referencia

Fitosanitaria [CNRF], 2018).

Figura 19. Sitios de colecta. a) Cafetal b) Envés de la hoja del cafeto. [Fotografias de Blanca Estela
Barrera Figueroa]. (Rancho Grande, Valle Nacional, Oaxaca. 2018). c) Cafetos d) Envés de una hoja de

café con roya. [Fotografias de Stephania Marilyn Lopez Lopez]. (UNPA campus Tuxtepec, Oaxaca. 2018).

La apariencia externa color amarillento, polvo fino y suave del material biolégico coincide con

las caracteristicas que definen al conglomerado de esporas de H. vastatrix (Fig. 20).

46



Figura 20. Apariencia de las esporas colectadas del envés de las hojas de café con roya. [Fotografia de

Stephania Marilyn Lopez Lopez]. (Tuxtepec, Oaxaca. 2018).

Las estructuras de las uredosporas, visualizadas mediante micrografias (Tabla 15) corresponden
a lo reportado en la literatura de referencia para la identificacion de H. vastatrix, (CNRF, 2018).
Por lo cual este analisis sugiere la presencia de H. vastatrix en las muestras empleadas en este

trabajo.
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Tabla 15. Micrografias de las esporas de H. vastatrix.

Micrografia

Descripcidn

Masa de uredosporas visualizadas a
10X. Se perciben algunas hifas en el
entramado de esporas, las cuales se

sefialan con flechas.

Visualizacion de esporas a 20X. Se
notan en las secciones marcadas con

flechas la presencia de otros hongos.

Visualizacion de esporas a 40X. En las
secciones indicadas con una flecha se

percibe la presencia de hifas.
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6.1.2 Calidad del DNA genémico

El protocolo empleado en este trabajo resultd idoneo para la obtencién de DNAg de esporas
obtenidas de lesiones de roya del café. El DNA se aprecid como una banda de alto peso
molecular en la parte superior de los geles en la Fig. 21, donde se aprecia el DNA extraido de

una muestra en la UNPA (Fig. 21a) y dos en Rancho Grande (Fig. 21b y 21c).

Figura 21. Extraccion de DNAg de muestras de roya en geles de agarosa (1%) a 100 V por 40 min. a)
Material bioldgico de la UNPA (3.7 pg/pL), b) Muestra de la primera extraccion de Rancho Grande (3.5
pg/ul) y c) Muestra de la segunda extraccién de Rancho Grande (4.1 pg/ uL). Hva: Carriles con las
muestras de DNAg de la roya del café. MP: GeneRuler 1 Kb DNA Ladder en las Figs. 19a-b y GeneRuler
DNA Ladder Mix en la Fig. 19c. Las flechas indican las bandas de DNAg, que estan encima del MP, siendo

lo esperado para un DNAg.

6.1.3 Identificacion de las muestras de roya por secuenciacion de la region ITS con primers

universales

Con la finalidad de realizar la identificacién de H. vastatrix por métodos de biologia molecular
en la muestra de roya, especificamente mediante la secuenciacién del ITS, se empled el DNAg
extraido como molde en reacciones de PCR, el fragmento se amplificd a 30 y 35 ciclos. Se tomé
el producto obtenido a 30 ciclos, ya que se considerd que el amplicon obtenido a 35 ciclos
pudiese ser inespecifico (Fig. 22). Una vez realizada la purificaciéon del amplicén por el kit

MinElute PCR Purification, la concentracién del amplicon resulté éptima (13.9 ng/uL), con un
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volumen total de 30 pL. Para la secuenciacién se emplearon los primers ITS1 e ITS4R, de tal

forma que se obtuviera la secuencia directa y la complementaria.

Figura 22. Gel de agarosa (2%) con productos de PCR amplificados mediante los oligonucledtidos ITS1
e ITS4R a 30y 35 ciclos. Hva: Carriles con las muestras de DNAg de la roya del café de la muestra de la
UNPA. Se consideré Unicamente la banda de ~600 bp a 30 ciclos para la secuenciaciéon Sanger. La
presencia de una banda de ~1000 pb a 35 ciclos podria indicar la presencia de mds de una especie en
la muestra de roya del café a esas condiciones. MP: Marcador de peso molecular GeneRuler 1 Kb DNA

Ladder.

Una vez obtenidos los resultados del servicio de secuenciacion para el fragmento amplificado las
secuencias se analizaron y se observé un resultado caracteristico de la mezcla de varios ITS, con
baja definicién de secuencia, pero con una versién preponderante reconocida por el software.
Por lo anterior, se consideraron Unicamente las secciones de mejor resolucidon de los
electroferogramas (Fig. 23 y 24) para el andlisis de sobrelapamiento de las dos cadenas

secuenciadas, correspondiendo a las regiones: ITS1 parcial, 5.85 completa e ITS2 parcial.

50



210 220

a!l!.m. ,“ Ll L J\ i“m “ ll!!f.lh«Mi“ts.lﬁméls‘nhu w«ﬂ.« iy

l U‘ JA& GLALDWIMIW m MM n.m!. .m mmh{mw

I AL‘J.@,@M! lm,,* L {ndy JJ i Jhm&!ﬂlu

Ll

Wl ‘Lill_ﬁ_!limgﬁﬁutuymwzulm., g

Figura 23. Electroferograma del producto amplificado por PCR (primers universales ITS1 e ITS4R) que

abarca la regién ITS1-5.85-ITS2 de H. vastatrix de la muestra de la UNPA mediante secuenciacion capilar

con el oligonucledtido universal directo ITS1.
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Figura 24. Electroferograma del producto amplificado por PCR (primers universales ITS1 e ITS4R) que
abarca la region ITS1-5.85-ITS2 de H. vastatrix de la muestra de Rancho Grande, mediante secuenciacion

capilar con el oligonucledtido universal reverso ITS4R.
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A partir del andlisis de sobrelapamiento de las dos cadenas secuenciadas, se obtuvo la secuencia
consenso, la cual se empled para realizar el blastn en bases de datos especializadas en
identificacion por ITS (Fig. 25), tomandose a consideracién los mas altos puntajes en los
pardmetros de identidad, cobertura y valor E. Ademds se consideraron los resultados obtenidos

en las bases de datos mencionadas en la seccion 5.5.

Si bien hay una especie con identidad predominante, las demds especies que se consideraron
para la inferencia filogenética (Fig. 24), pertenecen a nivel de especie o género al complejo de
micoparasitos identificados en lesiones caracteristicas de roya (generalmente, mas de una
especie es capaz de parasitar las esporas de H. vastatrix, son parte de la micobiota que se
encuentra en sinergia natural con el café, patégenas o especies ambientales que en conjunto
intervienen en el metabolismo del café (Carridn y Rico-Gray, 2002; James, Marino, Perfecto y

Vandermeer, 2015; James et al., 2016).
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Figura 25. Resultados del Blastn en la seccidn del NCBI especializada en identificacidn molecular por

ITS. El tamaio de la secuencia ingresada fue de 607 pb.

Mediante el arbol filogenético obtenido con el programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016) se logré
ubicar con un valor bootstrap del 98% a la secuencia “Muestra Roya UNPA” con la especie
Roussoella mexicana (Fig. 26). Esta inferencia filogenética es concordante dado que esta especie
patdgena tiene como huésped al café. R. mexicana es un hongo de forma globosa que se puede
encontrar individualmente o formando agregados y fue aislada en manchas foliares de la

variedad Caturra en Puebla, México (Crous et al., 2015).

En los trabajos anteriores realizados por Cristancho et al., (2007) y Quispe-Apaza et al., (2017)

se obtuvieron amplicones de 909-918 bp, usando el mismo par de oligonucleétidos empleados
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en el presente trabajo (ITS1/ITS4R). En otros estudios de identificacidon

empleado las regiones 18S y 28S (Aime, 2006; Aime, Bell y Wilson, 2018).
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Figura 26. Relacién filogenética de la muestra de roya colectada en la UNPA. Arbol filogenético

elaborado con el método Neighbor Joining, enraizado para la roya con Puccinia alii (GenBank

AY187091) (Anikster et al., 2004) y con Massarina lacustris (GenBank AF250831) (Camara, Palm,
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Berkum y Stewart, 2001) para Rousoella sp. En negritas estd marcada la especie resultante de este
trabajo (Muestra Roya UNPA) y la esperada, H. vastatrix (DQ022191) (Grasso et al., 2006). La
secuencia preponderante de esta secuenciacion se identificd6 como R. mexicana (KT950848) (Crous y
Groenewald, 2015). Los nimeros de acceso estan enseguida de los nombres de las especies y se

seleccionaron por poseer identidades parciales en el analisis Blastn de identificacion molecular.

En un segundo intento de amplificacion con el mismo par de oligonucleétidos, se obtuvieron
amplicones de entre 900-1000 bp (Fig. 27), siendo del tamaio esperado por reportes previos de
identificacion molecular por ITS de H. vastatrix (Cristancho et al., 2007; Quispe-Apaza et al.,

2017).

Figura 27. Gel de agarosa (2%) del producto de ITS obtenido en un segundo intento de
amplificacion. Se empled el material biolégico de Rancho Grande. La muestra se corridé en cuatro
carriles diferentes. En esta ocasion la banda es de ~900 pb. Hva: Carriles con las muestras de DNAg

de la roya del café. MP: Marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder Mix.

Los resultados de la secuenciacidon del amplicén muestran una secuencia predominante que
parece ser resultado de una mezcla de secuencias de ITS, para ello se consideraron las zonas
mejor definidas y se usaron para el blastn. En cuanto a la secuencia directa, predominan
especies del género Cladosporium spp., (Fig. 28) y en la secuencia reversa no hubo algun
resultado significativo, no obstante al cambiar la base de almacenamiento de secuencias (de ITS

a wgs) hubo un fragmento de ~35 bp que se alinea perfecta y Unicamente con H. vastatrix (Fig.
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29), aunque se trata de un fragmento de longitud limitada que no permite obtener resultados

confiables en la identificacion.

Description Max score  Total score

Cladosporium pseudochalastosporoides ITS region; from TYPE material I
Cladosporium ipereniae TS region; from TYPE material 178
Cladosporium varians CPC 13658 ITS region; from TYFPE material I
Cladosporium myrtacearum CPC 14587 ITS region; from TYFPE material I
Cladosporium asperulatum CPC 14040 TS region; from TYPE material
Cladosporium pini-ponderosae TS region: from TYPE material
Cladosporium colombias CBS 274.80B ITS region; from TYFE material
Cladosporium chubutense TS region; from TYFPE material
Cladosporium welwitschiicola CPC 18848 TS region: from TYPE material I70
Cladosporium chasmanthicela CPC 21300 ITS region; from TYPE material 270

Cladosporium parapenidielloides ITS region; from TYPE material I
Cladosporium longicatenatum TS region: from TYPE material I
Cladosporium austreafricanum TS region; from TYPE material I
Cladosporium angustiterminale ITS region; from TYPE material I

Cladosporium phasnocomae CBS 128789 TS region; from TYPE material I70
Cladosporium cxysporum CPC 14371 TS region; from TYPE material I
Cladosporium tenuissimum CPC 14253 ITS region; from TYFE material I
Cladosporium subuliforme CPC 13735 ITS region; from TYPE material I
Cladosporium exile CPC 11828 ITS region; from TYPE material I
Cladosporium angustisporum CPC 12437 TS region; from TYPE material 270
Cladosporium funiculosum ITS region; from TYPE material I
Cladosporium exasperatum CPC 14638 ITS region: from TYPE material 270
Cladosporium colocasiae TS region; from TYPE material I
Cladosporium montecillanum ITS region; frem TYPE material i
Cladosporium australiense CPC 13228 TS region: from TYPE material i o
Cladosporium flabelliforme CPC 14523 ITS region; from TYPE material i}
Cladosporium iranicum CPC 11554 ITS region; from TYPE material i
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Figura 28. Blastn de la secuencia ITS1 en la seccién del NCBI especializada

molecular de hongos. El tamafio de la secuencia ingresada fue de 503 pb.

para la identificacion
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Figura 29. Blastn de la secuencia ITS4R en la seccién del NCBI especializada para la identificacion

molecular de hongos. El tamafio de la secuencia ingresada fue de 503 pb.
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6.1.4 Identificacion de las muestras de roya por secuenciacion de la region ITS con primers

especificos

En este trabajo se continud considerando que H. vastatrix estaba presente dados los signos y
sintomas caracteristicos, pero que la metodologia empleada no contaba con Ia
sensibilidad/especificidad suficiente para su deteccién, dada la diversidad de especies

encontradas en la muestra y la naturaleza de la secuenciacidn capilar.

Debido a que la identificacién molecular de H. vastatrix mediante el empleo de primers
universales no fue posible por tratarse de una mezcla de especies en la muestra de roya, se optd
por emplear primers especificos para H. vastatrix reportados por James et al., (2016). En las
muestras de roya de Rancho Grande (RG) y la UNPA, se obtuvieron amplicones de tamafo

esperado (~439 pb; Fig. 30).

Figura 30. Gel de agarosa (2%) del producto de PCR del ITS de H. vastatrix obtenido con primers
especificos en muestras de esporas colectadas en la UNPA y en Rancho Grande (RG). MP: Marcador de
peso molecular GeneRuler DNA Ladder Mix. Los amplicones esperados de acuerdo a la literatura (James

et al., 2016) son de ~439 pb.
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Después de la purificacion, la concentracién de los amplicones fue de 16.4 ng/ulL para la
muestra de Rancho Grande y de 14.8 ng/uL para la muestra de la UNPA. Del andlisis de los
electroferogramas de la secuenciacion se observa que, a pesar de usarse primers especificos,
aun existe una mezcla de secuencias (Fig. 31 y 32), tanto en la colecta de la UNPA y Rancho
Grande. De tal forma, tanto el andlisis con primers universales como especificos, indican que

existen mds de un hongo en las lesiones del café.
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Figura 31. Electroferograma del producto amplificado por PCR (primers especificos Hv-ITS-F y Hv-ITS-R)
que abarca la region ITS1-5.85-ITS2 de H. vastatrix de la muestra de Rancho Grande, mediante

secuenciacion capilar con el oligonucleétido especifico directo Hv-ITS-F.
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Figura 32. Electroferograma del producto amplificado por PCR (primers especificos Hv-ITS-F y Hv-ITS-R)
que abarca la region ITS1-5.85-ITS2 de H. vastatrix de la muestra de la UNPA mediante secuenciacion

capilar con el oligonucledtido especifico reverso Hv-ITS-R.
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Para realizar la comparacién Blastn, se tomaron las bases con mayor intensidad de sefial, para
Rancho Grande (RG) fueron 400 pb y para la UNPA fueron 369 pb. En las figuras de blastn, se
puede observar que las secuencias que corresponden a H. vastatrix son preponderantes
teniendo una cobertura del 99% (Fig. 33) y 97% (Fig. 34), sin embargo el porcentaje de identidad
es del 76% (Fig. 33) y 80% (Fig. 34). Lo anterior se debe a las caracteristicas del método Sanger
de secuenciacién que esta disefiado para analizar sélo una secuencia a la vez. De tal manera,
este resultado indica que aunque H. vastatrix si existe en las muestras colectadas, es necesario

una metodologia de secuenciacidon que permita observar la totalidad de la diversidad biolégica.

Figura 33. Blastn de la secuencia Hv-ITS-F de la colecta de Rancho Grande. La secuencia ingresada fue de

400 pb.
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Figura 34. Blastn de la secuencia Hv-ITS-R de la colecta de la UNPA. La secuencia ingresada fue de 369

pb.

Para comprobar la pertenencia de estas secuencias a H. vastatrix, se realizd una inferencia
genética con secuencias publicadas del ITS previamente reportados de H. vastatrix (Aime, 2006;
Grasso et al., 2006; Cristancho et al., 2007; Pelayo-Sanchez y Yanez-Morales, 2017).
Adicionalmente, se incluyeron las especies de los resultados de la secuenciacién capilar
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anterior, por ser parte del nicho ecoldgico del café (ver seccion 6.1.3) y las dos especies con
mayor representacion del estudio metagendmico (Sterigmatomyces halophilus y Sakaguchia

dacryoidea) de la seccion 6.1.5.

La inferencia filogenética obtenida del programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016) demuestra que
las muestras tanto de Rancho Grande (Hv-ITS-F-RG) como de la UNPA (Hv-ITS-R-UNPA),
pertenecen a la especie H. vastatrix (Fig. 35) con valores de bootstrap altos (68 y 58) ademas de
agruparse a nivel de especie con los otros aislados de H. vastatrix. Con ello se comprueba la
especificidad de los primers especificos para H. vastatrix y que este hongo se encuentra en las

muestras de este trabajo.
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Figura 35. Relacion filogenética de las muestras de roya de Rancho Grande y la UNPA, a partir de los
amplicones obtenidos con los oligonucledtidos especificos para H. vastatrix (James et al., 2016). Arbol
filogenético elaborado con el método Neighbor Joining, enraizado con M. lacustris (GenBank AF250831)
(Anikster et al., 2004). En negritas estan marcadas las muestras resultantes de este trabajo (Hv-ITS-F-RG
y Hv-ITS-R-UNPA), la secuencia con la que se enraizo el arbol (M. lacustris) y la secuencia de ITS de
referencia reportada para H. vastatrix (DQ022191) (Grasso et al., 2006), ademas de su secuencia 28S que
contiene la regidn 5.8S e ITS2 (Aime, 2006). Los numeros de acceso estan enseguida de los nombres de
las especies y fueron seleccionadas con los mismos criterios de la Figura 26 (Aime, 2006; Cristancho et

al., 2007; Pelayo-Sanchez y Yanez-Morales, 2017).

6.1.5 Secuenciacion por MinlON

Debido a resultados de secuenciaciones con primers universales y dada la imposibilidad de
obtener cultivos axénicos de H. vastatrix, se concluyé que siempre se obtendran resultados de
una muestra que contiene diversas especies, en cuyo caso, la secuenciacidn capilar o Sanger del
producto de PCR no discrimina entre mezclas, por su naturaleza. Ademds, anteriormente
empleando la secuenciacion SMRT (Secuenciacién a tiempo real de una Unica molécula de DNA
por PacBio) y el mismo par de primers universales (ITS1F/ITS4R), no fue factible la amplificacién
del ITS de H. vastatrix, y por lo tanto, esta especie resultd subrepresentada en las lesiones de
roya (James et al., 2016). Las clases predominantes en el estudio por James et al., (2016) fueron
Sordariomycetes y Dothideomycetes, a pesar de que la biomasa fungica de la roya del café era
predominante en la muestra. Ademds se encontraron menos especies en las hojas con lesiones
de roya a las que estaban libres de ésta. Muchas especies encontradas no se encuentran
relacionadas a la roya del café pero pueden estar implicadas en el tridngulo de esta

fitoenfermedad de forma directa o indirecta (James et al., 2016).

Con este conocimiento previo, en este trabajo se opté por un analisis metagendmico mediante
la técnica MinlON con la intencion de caracterizar la micobiota de las lesiones de roya. Se
empled DNAg de la muestra de Rancho Grande, Valle Nacional, obteniendo dos bandas de 800-
1,000 pb (Fig. 36), tomandose en consideracidon este rango en base a trabajos previos de
identificacion filogenética de H. vastatrix (Cristancho et al., 2007; Quispe-Apaza et al., 2017).
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Estas se cortaron y purificaron por el kit GeneJET Gel Extraction. Se enviaron 0.17 ug del
producto purificado (33.9 ng/uL) y 1.4 pg (281.9 ng/uL) de DNAg a la empresa ALPHAGEN para

su secuenciacion metagendmica.

Figura 36. Gel de agarosa (2%) de la amplificacién del ITS de la muestra de roya del café de Rancho

Grande, para la secuenciacion metagenémica. MP: GeneRuler DNA Ladder Mix.

Como resultado de la secuenciacion metagendmica de dichos amplicones, se obtuvo el
diagrama de la Fig. 373, en el que se identificaron a 10 especies, siendo Fusarium aethiopicum y

Hannaella pagnoccae las especies predominantes, con un de 17% de representacion cada una.

Se realizd un segundo andlisis por iniciativa de ALPHAGEN empleando primers disefados para
identificacion molecular de hongos. Dichos primers fueron disefiados por la empresa con fines
comerciales, por lo que no es posible revelar la secuencia. En la Fig. 37b se muestran los
resultados del analisis, en donde se especifica la identificacion de 18 especies, siendo las mas
abundantes Wallemia canadienses y Sterigmatomyces halophilus con un 20% de representacion
cada una. La Unica especie presente en ambas identificaciones fue S. halophilus, una levadura
presente en areas marinas (Mycobank, s.f), por lo cual el que haya sido encontrada en nuestra

muestra es desconcertante, aunque puede tratarse de un artefacto.
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Las demas especies son hongos cosmopolitas, endodfitos del café, géneros de especies

micopardasitas o viajeros accidentales del café, (Santos y Tavares, 2017; Wang, Liu, Crous y Cai,

2017; Muller et al., 2009; Mycocosm, s.f.). Con estos resultados, se repite la observacién del

trabajo previo referido (identificacion molecular de H. vastatrix en base al ITS por primers

universales), para la deteccidn molecularmente de H. vastatrix en las lesiones de roya que

cuentan con una diversidad de organismos. En la Tabla 16 se enlistan los géneros

predominantes identificados del estudio metagenémico y su relacién con Coffea arabica o con

otros organismos que interacttan con la planta.

Adicionalmente se esquematizan dos alineamientos de las especies con mayor % de

representacion obtenidas en este estudio metagendémico (Fig. 38).

Tabla 16. Especies identificadas mediante secuenciacion metagendmica MinlON

Organismo Tipo de Representacion Relacion con Coffea Referencia
secuenciacion

Penicillium spp.  Metagendmica 3% Endofitos Vega et al,
(2006).

Cladosporium Metagendmica 25% Micoparasitos James et al,

spp. (2016).

Fusarium spp. Sanger 17% Micoparasitos Haddad et al.,
(2014).

Aspergillus spp.  Sanger 3% Micoparasitos Haddad et al.,
(2014)
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Estudio metagendmico de la muestra de roya de café: a) con los oligos ITS1 e ITS4R b) Con los

oligos de la empresa ALPHAGEN.
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Figura 37. Resultados del estudio metagendmico del ITS a) Muestra de roya del café, % de
representacion de las especies mediante el programa Krona™. b) Resultados del estudio metagendmico
en el cual la empresa amplificéd de novo el ITS con los oligos ITS de la compafiia. % de representacion de

especies encontradas en la muestra en el programa Krona.
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I e HUE e e Ll U

Sbjct 352  TTC-GCGACACTCAAACAGGCATACTCTCGATAGTGATTCGAGAGTGCAAGATGCGTTCA 294
Query 716 AAGA'I'I'CAGAATGAT.TCATTGTATCTCTGCAATI'CACACATTACATII’TCTCGCGI I1IcA 775
u mui 1IT 1 nimu 1|
sbjct 293  AAGATTCG-ATGATTCACTGAAT-TCTGC.AATTCACA—TTACATTTCGCG—TTTCG 242

Query 776 ACTGCGTTCTTCATCGATACGAGAGAGCCAAGAGATCCACCGTTTGTAGTTGTTTTACAA 835

S 1 1 L L L A S N U 1
sbjct 241  -CTGCGTTCTTCATCGATACGAGAG—CCAAGAGATCCACCGTTTGTAGTTGTTTTACAA 185

Query 836 CTTATTTCAAATTG-ATTCACATCCTGGACTTGATTAAAATCACAAGGTACCACCAGAAA 894

LN L L 1 o 0 o [

Sbjct 184 CTTATT-CAAATTGGATTCACATCCTGGACTTGATTAAAATCACAAG-AGCTTTTCAAA 128

Query 895 CTCTCCCijijAATGAAAAATGT ”ACAAGTGTGAAGTGGATT-AGAAATGGGGC 952

immi mmmmmm I1mi

Sbjct 127 CTCTCCCGAAGGAAAGTAGGAAAAATGTGCACAAGTGTGAAGTGGATTAAGAAATGGGGC 63

Query 953 CTATCTCAATATTTCAGAGTCGAGCGCCCGAATTCATTAGTCATGTTGC--CAGGTTCAC 1010

LI L O 0 e L 1. 111

sbjct 67 CGATCTCAATATTTCAGAGTCGAGCGCCCGAATTCATTAATGATCCTTCCGCAGGTTCAC 8

Query 1011 CTACG 1015
i
sbjct 7 CTACG 3



Figura 38. Alineamientos de las especies con mayor representacion del estudio metagendmico en blastn.

a) Sterigmatomyces halophilus. b) Wallemia canadensis.

6.2 Secuenciacion de DCLs de Hemileia vastatrix

De acuerdo a los resultados de secuenciacidn de productos obtenidos a partir de las muestras
de roya del café, se obtuvo evidencia de que se trata de una infeccion mezclada. Sin embargo,
dado que se ha reconocido a H. vastatrix como el agente causal, que por si solo es capaz de
producir lesiones de roya en la planta de café, se continud con el objetivo de secuenciar de

forma especifica sus genes codificantes de DCLs.
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6.2.1 Amplificacion de DCLs con oligonucleétidos especificos

Una primera aproximacién hacia la amplificacién de DCLs de H. vastatrix consistié en realizar
una busqueda en bases de datos para investigar si existen DCLs reportados para esta especie.
Como resultado de la busqueda, se encontré el Contig 148667, que contiene el nucleo catalitico
presente en la estructura tipica de la proteina DICER, de acuerdo a lo mostrado en la seccién
5.5.1. A partir de este contig se disefiaron los oligonucleétidos especificos enlistados en la Tabla

17.

Tabla 17. Secuencias de los oligonucledtidos especificos empleados.

Primer Dominio Secuencia Tamafio (bp)

HvaDCL-F1 Helicasa CAAATGGTGGATGTGGAATG 20
HvaDCL-F2 dsRBD ATAGCGAAAATTGGGCAAC 19

HvaDCL-R1 RNasalll GCCAGCTTAAGAAAAGCATCA 21

En la Tabla 17 se presentan tres oligonucleétidos especificos. El oligonucledtido 1 y 2 son
directos, mientras que el 3 es reverso. Con este trio de oligonucleétidos se esperaba obtener
dos productos. En primer lugar, con los oligonucleétidos 1 y 2 se obtendria un producto (F1) de
2901 pb. Con los oligonucledtidos 1 y 3 se obtendria un producto (F2), de 1885 pb

aproximadamente (Fig. 39).

Figura 39. Localizacion de los oligonucleétidos especificos y productos esperados de la amplificacion de

DCL.
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Para verificar la utilidad y parametros 6ptimos de los oligonucleétidos disefiados, se procedio a
la amplificacion los dos productos F1y F2, empleando DNAg de la muestra obtenida en la UNPA
campus Tuxtepec. Esta prueba no rindié los resultados de amplificacion deseados (Fig. 40). La
Unica muestra amplificada corresponde a un producto de aproximadamente 650 pb (ITS) tanto
en el control positivo como negativo, siendo el Gltimo un factor no deseable y debido a la

contaminacién con hongos ambientales.

Figura 40. Gel de agarosa (1%) de los amplicones F1y F2. Se percibe la amplificacién del control en las

dos diluciones. MP: GeneRuler DNA Ladder Mix.

Debido a que no se obtuvo la amplificacién de los productos, se procedié a realizar nuevas
reacciones de PCR empleando para este fin DNAg de la muestra de roya colectada en Rancho
Grande, Valle Nacional. Como resultado a partir de DNAg los oligonucledtidos disefados no
amplificaron el producto F1, pero esta vez se obtuvo una banda nitida de alrededor de 2,000
2,500 pb para el amplicdn F2 siendo acorde a lo esperado, y dos bandas de distinto peso

molecular adjudicadas a la amplificacién incompleta o inespecifica del segmento diana (Fig. 41).
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Figura 41. Gel de agarosa (1%) de los productos F1 y F2 amplificados con oligonucleétidos especificos,

empleando DNAg de H. vastatrix de Rancho Grande, Valle Nacional. MP: GeneRuler DNA Ladder Mix.

Las bandas obtenidas del amplicon F2 (Fig. 41) se purificaron (GenelET Gel Extraction Kit) para
enviarse a secuenciar. Los resultados de la secuenciacién se muestran mas adelante, en la

seccion 6.2.5.

Con la finalidad de amplificar el producto F1, se realizaron reacciones empleando la enzima
DreamTaq Green PCR (K1081, ThermoFisher Scientific). Como resultado se obtuvieron ambos
amplicones, F1 y F2 (Fig. 42). Los controles negativos evidencian la ausencia de amplificacidon
inespecifica (Fig. 42). El amplicén F1 obtenido en esta prueba se purificd a partir del gel para

enviarse a secuenciar. Los resultados de la secuenciacién se presentan en la seccién 6.2.5.
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Figura 42. Gel de agarosa (1%) de los productos F1 y F2 amplificados con oligonucledtidos especificos
(Hva-DCL-F1, Hva-DCL-F2 y Hva-DCL-R1), a partir de DNAg de H. vastatrix de Rancho Grande, Valle
Nacional. MP: GeneRuler DNA Ladder Mix.

6.2.3 Amplificaciéon de DCLs con oligonucleétidos degenerados

Dado que es probable que exista mas de un gen DCL en el hongo, fue necesario implementar un
ensayo de PCR empleando oligonucleétidos que permitieran mayor flexibilidad para amplificar
la diversidad de genes DCL presentes en H. vastatrix. Para este fin se disefiaron
oligonucleétidos degenerados de acuerdo a lo especificado en la seccién de Materiales y
Métodos. En las Figs. 43-46 se muestran alineamientos y las regiones empleadas para el disefio

de los oligonucledétidos degenerados en los dominios de interés.
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A-E-E-G-L-D-F

Figura 43. Motivo del dominio helicasa elegido para el disefio del oligonucledtido

degenerado directo (DF1) en T-coffee. Los asteriscos “*” indican un 100% de identidad entre

“.n “n

los residuos, los dos puntos muestran posiciones conservadas y los puntos

sustituciones menos conservativas.
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T-L-P-[P/S]-M-A-A

Figura 44. Motivo del dominio de dimerizacién elegido para el disefio de un oligonucleétido

degenerado directo (DF2) en T-coffee. Los asteriscos “*” indican un 100% de identidad entre

“.n “n

los residuos, los dos puntos muestran posiciones conservadas y los puntos

sustituciones menos conservativas.
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W-D-Y-Q-T-L-E-T
Figura 45. Motivo del dominio RNasa llla seleccionado para el disefio de un oligonucledtido
degenerado reverso (DR1) en T-coffee. Los asteriscos “*” indican un 100% de identidad

“n

muestran posiciones conservadas y los puntos “.

“w.n

entre los residuos, los dos puntos

sustituciones menos conservativas.
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Figura 46. Motivo del dominio de RNasa lllb seleccionado para el disefio de un primer
degenerado reverso (DR2) en T-coffee. Los asteriscos “*” indican un 100% de identidad

entre los residuos, los dos puntos “:

o n
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muestran posiciones conservadas y los puntos

A continuacién, en la Tabla 18 se muestran las secuencias de los oligonucledtidos degenerados

sintetizados, y en la Tabla 19 se nombran los pares de oligonucleétidos usados en experimentos

posteriores de acuerdo a su clave y tamafio esperado de los productos y esquematizados en la

Fig. 47.
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Tabla 18. Oligonucledétidos degenerados disefiados para amplificar DCL en H. vastatrix.

Secuencia
Nombre_Dominio Degeneracion total
aminoacidica
DF1_Helicasa GCNGARGARGGNYTNGAYTT AEEGLDF
DF2_DsRBD ACNYTNCCNHSNATGGCNGC TLP[P/S]IMAA
DR1_RNasalll a TCNARNGTYTGRTARTCCCA WDYQTLET
DR2_RNasalll b GCRTCNCCNARCCAYTCYTC EEWLGDA

Tabla 19. Cobertura y productos esperados de la PCR con oligonucledtidos degenerados.

Par de Nombre del Cobertura de dominios Tamafo del producto
oligonucleétidos producto

DF1-DR2 D1 Helicasa-RNasa lllb 2,226 pb
DF1-DR1 D2 Helicasa-RNasa llla 1,644 pb
DF2-DR2 D3 dsRBD-RNasal lll b 1,743 pb
DF2-DR1 D4 dsRBD-RNasa lll a 1,167 pb

Figura 47. Localizacién en la proteina Dicer de los oligonucledtidos degenerados asi como de los

amplicones.
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A juzgar por los resultados obtenidos hasta este punto del trabajo, se llegé a la conclusion de
que el DNAg obtenido a partir de la muestra de roya colectada en la UNPA, presenta dificultad
como molde para amplificar los DCLs con oligonucleétidos especificos y degenerados a 10 uM

y/o que probablemente la extraccién de DNAg acarred inhibidores.

La Unica muestra a partir de la cual fue posible amplificar con los oligonucleétidos especificos
fue el DNAg de la colecta de Rancho Grande, Valle Nacional. Por lo tanto, dicha muestra se
empled para realizar la PCR degenerada, aplicando el gradiente de temperatura de alineamiento

de 45-60°C.

Los resultados de la PCR con primers degenerados para las cuatro amplicones se muestran en la
Fig. 48. De acuerdo a estos resultados, la temperatura de 53°C es la dptima para el alineamiento
de los oligonucledtidos. También se observa la baja especificidad del amplicén D1, y la

obtencién del producto D2 y presuntivos D3 y D4 (Fig. 48).

Figura 48. Gel de agarosa (1%) del gradiente de la PCR con oligos degenerados con DNAg de Rancho
Grande. Rango de Temperatura de 45-60°C con los 4 pares de primers degenerados. La temperatura

Optima es de 53°C. MP: GeneRuler DNA Ladder Mix.

83



En una PCR posterior se efectud la amplificaciéon de los segmentos D2, D3 y D4, incluyendo
como control positivo el ITS y los controles negativos correspondientes. En la Fig. 49 se
muestran los resultados de la amplificacion con dos DNA polimerasas. En todos los casos se
empleé DNAg como molde. La enzima que dio mejores resultados de amplificacién fue la
Phusion® HF Phusion (M0530S, New England Biolabs), al amplificar nitidamente el amplicén D2
mientras la enzima DreamTaq Green PCR (K1081, ThermoFisher Scientific) sélo amplificd el

control de ITS.

Respecto a la regiéon amplificada por el par D2, en genes ortélogos se encuentran ~4 intrones y
el rango del tamaio de DNAg es de 1,720-1,802 pb (Joint Genome Institute [JGl], s.f.). Cabe
sefialar ademas que a pesar de que el amplicén D2 fue el mas consistente en el ensayo con
oligonucleétidos degenerados, también se observaron productos de amplificacidon en su control
negativo (Fig. 49). No obstante, la banda superior se purificé del gel para enviarse a secuenciar

posteriormente.

Por tratarse de un producto con oligonucledtidos degenerados, no se tiene la secuencia
especifica de las secuencias que lo flanquean, por lo que previo a la secuenciacidn se realizé la
clonacién en el vector pGEM®-T Easy (JM109, Promega) de acuerdo a las especificaciones del
fabricante, pero dado que no se obtuvieron clonas recombinantes, no fue posible secuenciar

algln producto.
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Figura 49. Gel de agarosa (1%) de los productos de PCR D2, D3 y D4 con oligonucledtidos degenerados
a 53°C. Se empled DNAg de la muestra de Rancho Grande. MP: GeneRuler DNA Ladder Mix.

6.2.4 Secuenciacion de los productos F1 y F2

En consecuencia de los resultados obtenidos de la clonacidn, se mandd a secuenciar 20 plL de

cada los amplicones F1y F2 conseguidos con los primers especificos.

En cuanto a los dos fragmentos analizados de las secuencias directa y reversa del amplicon F1,
no se obtuvo la calidad de secuenciacidn adecuada para realizar los analisis bioinformaticos de
homologia. Por su parte, para el amplicdn F2, la secuencia directa presento la calidad adecuada

para analizarse en la herramienta blast del NCBI.
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Figura 50. Electroferograma obtenido con el oligonucledtido directo de la secuenciacidon capilar del

producto de PCR D2_F, del gen DCL de H. vastatrix de la muestra de Rancho Grande.
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6.2.5 Anadlisis de la secuencia del producto F2

La secuencia F2 obtenida fue analizada empleando tblastx, usando como fuente de
almacenamiento la coleccién nucleotidica. Los valores mas altos de homologia corresponden a
proteinas Dicer de organismos ortdlogos, con un 46% de cobertura (Fig. 51). Cabe resaltar que
en esta herramienta no se pueden incluir los contigs de H. vastatrix por estar su secuencia

depositada en la base de whole genome shotgun (wgs).

Usando la misma secuencia F2 de DNAg, con el andlisis tblastx en la fuente de almacenamiento
wgs (en donde se encuentra depositada el genoma de H. vastatrix) los puntajes obtenidos son
de 58% de cobertura y 4e-52 para el valor E respecto al contig 148667, que es la fuente de
elaboracién de los oligonucledtidos especificos, lo que proporciona evidencia de la presencia de
H. vastatrix en la muestra y de la prediccidn bioinformatica de la enzima Dicer (Fig. 52). Con este

resultado se pudo proponer el disefio en base al contig 148667 de los sRNAs para H. vastatrix.

A partir de estos resultados se puede determinar que, derivado del primer andlisis en la
coleccién nucleotidica, el fragmento amplificado corresponde a un producto con altas (respecto
al valor E de 4e-52) posibilidades de codificar un DCL en la muestra aislada. Por otra parte, del
segundo andlisis se obtiene evidencia que apunta a la presencia de H. vastatrix en la muestra
colectada en Rancho Grande, Valle Nacional, ya que fue capaz de amplificar el producto
esperado a partir de oligonucledtidos especificos, y que ademas se revelé a H. vastatrix como el
primer hit (58% cobertura y un valor de E de 4e-52). El nivel de cobertura menor a 100%, puede
ser reflejo de la imprecisidon en la secuenciacién observada durante este trabajo, probablemente
debida a que se trata de una muestra ambiental donde se pueden encontrar DCLs de otros

organismos.
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Figura 51. Analisis tblastx en el NCBI de la secuencia directa F2. Los mejores puntajes en los

Database Name nr
Description Nucleotide collection (nt)
Program TBLASTX 2.8.1+

Distribution of the top 39 Blast Hits on 26 subject sequences

Color key for alionment scores

W <40 W 40-50 Mso-30 Il 80-200 W ==z00
1 100 200 300 400 500
e ——
N

pardmetros de cobertura y expectativa se adjudican a proteinas Dicer ortélogas.

88



Figura 52. Analisis tblastx en la fuente wgs, de la secuencia F2. El puntaje mas alto corresponde al

contig 148667.
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6.3 Analisis de homologia entre DCLs de Coffea arabica y Hemileia vastatrix

Siguiendo los criterios que se establecieron al inicio de este trabajo, para el disefio de sRNAs. Se
consideraron dos Dicer de C. arabica obtenidos en la base de datos bioldgica terciaria
Phytozome, tres de C. canephora recuperadas de UniProt, el Dicer de H. vastatrix HvaDCL1
predicho por homologia (Anexo E, seccidon 10.3) y 5 Dicer de especies ortélogas a H. vastatrix
encontradas en UniProt, para efectuar los analisis de busqueda de regiones no conservadas. De
la alineacién multiple aminoacidica en T-coffee (Notredame et al., 2000) se seleccionaron
regiones no conservadas largas que se ubicaron entre los dominios conservados de dimerizacidon

y RNasa lll N-terminal (Fig. 53).

Una vez obtenida la seccién aminoacidica no conservada de interés para el disefio de sRNAs
(Fig. 53), se procedio a realizar el alineamiento multiple nucleotidico en T-Coffee (Notredame et
al., 2000) entre los Dicer del fitopatégeno H. vastatrix y el huésped C. arabica en sus transcritos

(Fig. 54), delimitada en la regién de menor identidad.
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Figura 53. Alineamiento multiple proteico en T-Coffee de la regidn secuenciada de DCL. Se muestra la
regién no conservada entre los dominios de dimerizaciéon y RNasa Ill N-terminal entre proteinas Dicer de

organismos ortélogos a H. vastatrix y especies del género Coffea.
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Hva TTGATATGTATCCTTGCAAACGS-TCATTCAACTAACTTGACTCTGAGCA -CCGLTGTCTCAATCATTAACGAGT

Car TC--------- CTC--A-AAGGATCCATTC- -TTAACTCAAGTTTCAGAGTTTGLGETGTTGTT TG AATGAGE
Car 1 - ——----—- GLCCT--TAAAGA---------=-------- ACCCTGG-------m e e e e - ACTGAGC
cCons ® R ® * N
Hva T--TTGC-CAGCTATTACTGAGACCAGAAGATT-CTCAACCGECTGAGCCTACGTATCATGTTACAAGCGAAGTT
Car TOGATGCAGAGETGTTATCCGATGTCAATGEATCTATT TATTGETCGAA -CT - -GTAA- - - -TCACAA- - - AAGCT
LEr_ I T==s=ss==s=s==sss====s==s | F=====s==5==ccsccaoccsso555s5Scos5 35 SSSSSs 5SS
cons *

Hva GAGGTTAACCCTCAATTGATATGCACACTTGCAAATGGT ARTTCATTCAATTTGACGTACTGCACCGICTTGTCA
Car LN L O R
i S e e b L L L L bbbl bt ARA-
cons

Hva ATTATCAATGAGTTTTGLCAGT CAGT AGCAAAACAMGAAAATTCTC-ATGCCTCTCAACCTATATACAATGTTAL
IF[F =~ =SScsssscoccsssscoocssoscoscsssocoocsssoooossosooocssosoosossooooooosoooonas
Car_1 BATT-CTGTTTCCCTTTGCACG-TA--CC-ATTTTAAGTTTTGTCCTARTCC -------- CATAGAT--------
cons

Hva AAGTACTCACATGGGATTTATTGCCGAACTTACCCTCCCAGCTTTTCGTCA CCTOLTAGCAAAC ARATATT
L5 =~ ===>=cscs==>=c>=sscsocasssssscSsssss TCGAGGLCCACTAGAAATTACTGAAATTCAGTTAGCTTT
Car_1 -AGACTTTAC AGGGAG GCTCTT---TTTGTCARATCACCTCTGCCAARAGAGGCTGAGAARATGAAACTTGA
cons ® " * EET I *

Hva TTTGEGGAGAGGLGARACC GAATAAGA- ------ AGGAGGC--------- TATGAGGGACACTGCATTC AAGGCTT
Car GCTCAAGAGCTTCCATGTAAGACTAA------- TGAGCATAGTACTGGATGTGGATGTTCAACCATCCACTACTC
Car_1 TCTTCATTTGGATCGTGOTAGATCTGTCT TGACTGAGCTTG-TTC - -CATATGGA - GTAGTAAAATTCACTA - - -
cons * * * = R ® R

Hva GLGTTA---CTCTTTATGAAGCGGGTGTTTTARATGGACA-TTTTCTTCCATTGAAACCAACTAA- -ACCGTATG
Car -CATGG--GATCCTGE -GAAG--GCTTATTTATTTGT TCCAACGACC - -- - - - - - - -~ TG-CAACARAACTACTG
Car_1 -AAGATGAGITGGTGE - - - AA - - GLAGAGAAATTCC AAAGAATGTT-- - - -~ - - - - - CCT-CA------- AGGTG
cons E ® *® *® * EES
Hva BAGCAATTCATGLTAATGGLAGGGAATTGGACAACCTTGATCTCCCTGAAAAR - - - - - - GTGGTAGTATGTTGTE
Car ATCCGATARAAGATATTGACTGGGATCTG- -~ - - AT-TGAGAGAATAACAMACACAGATGLA-TGEL - -GCAATC
Car_1 ATTCTCGATCGATCAGAGTTTACTTCTGA----- AT-TTGTATCACTGGARAATAMAACTGG-CCAT - -CCRATC
cCons * » L3 = o LR N

Figura 54. Alineamiento multiple nucleotidico en T-Coffe de la regién de menor homologia entre H.

vastatrix y Coffea arabica.

6.4 Disefio de la estrategia para proponer la region de sintesis de sRNAs para el

silenciamiento de DCL1 de Hemileia vastatrix

La regién no conservada entre los dominios de dsRBD y RNasa Il N-terminal, mostré baja
identidad entre H. vastatrix y Coffea arabica, de acuerdo a la Fig. 50. Por lo tanto, esta region es
adecuada para el diseno de los RNAs pequefios. Para amplificar la regién diana, se disefiaron

primers especificos obtenidos con el empleo del programa FRODO
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(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Tabla 20) con los siguientes parametros de disefio: 40-
60% de contenido GC, 18-27 pb, Tm de 57-63°C, evitando la formacidon de horquillas y

dimerizacion

Tabla 20. Oligonucleétidos especificos para la amplificacién de la regidn no conservada

Primer Secuencia Longitud (pb) Tm % GC
Directo (SRNA_F) CGTCGGACATCCCTCAGTAT 20 59.95 55
Reverso (SRNA_R) TCGACGACAAAAATGAACGA 20 60.23 40

Estos oligonucledtidos amplificaran una zona de 511 pb, que estdn localizados dentro de la
region no conservada. Una vez que se ajusten las condiciones éptimas de amplificacién en la
PCR, se obtendra el fragmento largo de interés, el cual se purificard y se someterd a una nueva
ronda de amplificacién con oligonucledtidos disefiados para incorporar el promotor T7 (Tabla

21).

Tabla 21. Oligonucledtidos especificos propuestos para incorporar el promotor T7 al producto

amplificado.
Longitud Tm %
Primer Secuencia
(pb) °C GC
T7Directo
TAATACGACTCACTATAGGGAGACGTCGGACATCCCTCAGTAT 43 68.3 46.5
(TSRNA_F)
T7Reverso
TAATACGACTCACTATAGGGAGATCGACGACAAAAATGAACGA 43 65.5 395
(TSRNA_R)

Una vez realizada la amplificacién, el producto purificado podra sintetizarse como RNA vy
procesarse para las pruebas de actividad bioldgica de H. vastatrix, entre las cuales se incluyen

los efectos secundarios para especies sinérgicas o antagonistas y otros genes de C. arabica.
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7. Conclusiones

A nivel morfoldgico se comprobd la presencia de esporas presuntivas de H. vastatrix en las
muestras de roya, dados los signos caracteristicos que la definen. La identificacién molecular
del ITS de H. vastatrix por la secuenciacién capilar, no fue posible dado que el método
Sanger secuencia una sola base por posicion y H. vastatrix forma parte de un complejo
fungico que ocasiona la roya del café, coexistiendo de manera sinérgica o antagdnica con
otros hongos enddfitos y patégenos. No obstante, se identific6 como especie posiblemente

predominante a Rousoella mexicana, la cual se ha reportado como fitopatégeno del café.

Dada la naturaleza biotréfa de H. vastatrix, los primers especificos para royas para la
identificacidon por ITS son éptimos, mas no los primers universales, en concordancia con lo

observado en trabajos anteriores a éste.

El estudio metagendmico permitid la identificacién de especies que incluyen a hongos
enddfitos, patdgenos o viajeros accidentales del café, ademds de posibles nuevas especies

gue interactlan en ecosistemas naturales con el café.

La PCR dirigida en forma especifica a amplificar un DCL potencial de H. vastatrix produjo un
amplicon que corresponde a la secuencia reportada para H. vastatrix. Por lo tanto, la
evidencia afirma que H. vastatrix tiene altas probabilidades de encontrarse en la muestra

secuenciada de roya.

La secuencia de DCL obtenida en este trabajo cuenta con una regidn entre los dominios de
dimerizacion y RNasa lll de HvaDCL1 que no presenta homologia con los genes DCL del café.
Ademads, cubre una longitud adecuada para el disefio de sRNAs, por lo tanto, se aprueba la

hipdtesis del trabajo.
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8. Perspectivas

Evaluar directamente la estrategia SIGS contra H. vastatrix con los sRNAs disefiados en el

presente trabajo.

Realizar un estudio metagendmico extenso en los cafetales de la regién para identificar la

diversidad de organismos que constituyen las lesiones de roya.

Mediante una aproximacién transcriptdmica, caracterizar en las lesiones de roya la
diversidad de DCLs que se encuentran presentes, dilucidando la influencia de los DCLs en el
establecimiento y propagacion de la enfermedad en las diversas especies que estén

involucradas.

Realizar pruebas de bioseguridad para garantizar la inocuidad y la eficacia de esta tecnologia
disefiada para el combate del fitopatédgeno H. vastatrix. A la par, analizar si es factible
extender el espectro de accién hacia las especies C. gloeosporioides, C. coffeicola y M.

citricolor.

Evaluar las relaciones sinérgicas entre patégenos, en caso de ser factores clave en el

establecimiento de la fitoenfermedad y ser considerados como organismos diana en la

estrategia SIGS.
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10 Anexos

10.1 Anexo A. Preparacion de soluciones

ACETATO DE SODIO 3 M pH 5.2 (200 mL)

NaOAc (grado biologia molecular) 49.22 g

Agua destilada estéril 100 mL

Ajustar el pH a 5.2 con &cido acético glacial y aforar a un volumen de 200 mL con agua destilada

estéril. Mezclar bien, esterilizar 15 lb/pulg? por 15 minutos y almacenar a 4°C.

AGUA DEPC

COMPONENTES VOLUMEN
Agua desionizada 1000 mL
Dietilpirocarbonato (DEPC) 1mL

Agregar 1 mL de DEPC (Sigma, D5758) al agua desionizada y mantener en agitacién toda la
noche. Esterilizar a 15 Ib/pulg? a 121°C por 15 min para inactivar el DEPC. Mantener a

temperatura ambiente.

EDTA 0.5M (100 mL)
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COMPONENTES VOLUMEN
EDTA 14612¢g
Agua DEPC 50 mL

Ajustar el pH a 8.0 con NaOH 1 M, aforar a 100 mL con agua DEPC y esterilizar a 15 lb/pulg? por

15 minutos.

Gel de agarosa 1%

COMPONENTES VOLUMEN
TAE 1X 100 mL
Agarosa lg

La mezcla se realiza en un matraz de 250 mL, calentandola en el microondas el tiempo suficiente

hasta que se torné incolora (se usan guantes para evitar quemaduras con el matraz).

Gel de agarosa 2%

COMPONENTES VOLUMEN
TAE 1X 100 mL
Agarosa 2g

La mezcla se realiza en un matraz de 250 mL, calentandola en el microondas el tiempo suficiente

hasta que se torné incolora (se usan guantes para evitar quemaduras con el matraz).

SDS 10%

COMPONENTE VOLUMEN
SDS 10g

Agua desionizada 60 mL

Se mantiene en agitacién y aforar a 100 mL
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SOLUCION DE BROMURO DE ETIDIO PARA TINCION

COMPONENTES VOLUMEN
Agua desionizada 200 mL
Soluciéon de bromuro de etidio (10 mg/mL) 10 pL

Agregar el bromuro de etidio al agua y mezclar manualmente 5 s.

TAE 50X

COMPONENTES VOLUMEN
TRIZMA base 242 g
EDTA (0.5 M) 100 mL
Acido acético 57.1mL
Agua desionizada Aforarall
Se verifica el pH a 8.0.

TAE 1X

COMPONENTES VOLUMEN
TAE 50X 980 mL
Agua desionizada 20 mL
Disolver el TAE en agua y mezclar.

Tris 1M HCI (150 mL)

COMPONENTES VOLUMEN
TRIZMA base 18.171¢g
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Agua desionizada

100 mL

Ajustar el pH a 7.5 con HCI 5M pureza 37%, aforar a 150 mL con agua DEPC.

10.2 Anexo B. Ladders

Figura c1. Marcadores de peso molecular usados en este trabajo.
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10.3 Anexo E. Secuencia reconstruida a partir del contig 148667, de la enzima Dicer-1 de H.

vastatrix

Figura c2. mRNA predicho en la herramienta bioinformatica FGENESH1, se calculan 11 exones, longitud

abarcada: 2348-8283 bp, longitud del mRNA: 4581 bp, cadena: +

ATGATCGATCAGGCTAAGACTCGTAATATCATTGTCCGATCTGACACCGGAACTGGAAAAACTTTGGTGG
CTATTCAGCTGATGCAATGGGTTGCTTCTCAGTCTCCTCAAGTGGACGAAGCCCAAAAGCCTATCAAGAA
AATTCAAGTCTTTCTTACTACTACCAGGCCTTTGGCGATTCAGCAAATGAAAGCTATCAACGATTCAACCT
CTTTAGCAGTTCGTGCTTATACTGGTGATTTGAGACCAAGATTTTCCAGTGTTGAAAAATGGAGTGTAGA
ATTGAAAGGCATTGATATCATAGTGTGCACCGCTCAGGTTTCACTTCTTGTCTTTGATGAAGCTCACCATT
GCCGAAAAAATCATGTTTATCGCATGATTATGCAAGTTCATTATCATCGGCTGGCTGAAAATCCAGAAAT
CAGTCTTCCTAAAATTTTAGGCTTGACGGCTTCTCCTATTTGGAACTTGGGTGATCCTCACAAGGTTAAGC
AGGAAATCAGGAATCTACAGAACAATCTTGCCTCTCAAGTATATGAAGTTCGAGAAAACCGAGAAAACT
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TGGAAACTTATACCCAAGAACCCAAAGAAAGGACCATTTATTACGATCTTTGTGTTCCACGGCCGCTATCT
TCACTTGACATGATTCCTTCGGACGAGATACAGCAATTTTTAAGTGAAATCGGTATATACGGGTTGCAGA
AGAAGGACTTGATCTTCGCGAGTGCAATGTTGTTATTCGATTTAATGACATAATAAACTGGAAATCCTAC
ATTCAATCTCGTGGACGGGCTCGCGCTAAAAATGCAGAATTTATTGTCTTTGCAAGTAAGGATGGAGTCA
GTAAATATGAACTCTTTGCTAACAAAAACAGAATTGATGTCACGAGCTCTCTTTATCTTGATCCACCTCAA
ATTGTTCCAAAAGGCGAAGTTGAGGTCACCCCTCAATTGATATGTACCCTTTCAGACGGCAATTCGTCCAT
GTTGACCTACAGCGTCGCCTTGTCAATCATCAATGAGTTTTGTCAGTCATTACCAAAACAAGAAGATTCCC
AATCCGCTCAACCTATTTACAATGTTACAAGCACTCACTTAGGATTTGTTGCTGAACTCACCCTCCCAGCCT
TTCAAAAATTGCCTACTAACAAGCGAATATTTTTAGGAGGGGCGAAACCGAATAAGAAAGAGGCCATGA
AGGAGGCTGCATTCAAGGCTTGCATTGCTCTCTATGAAGCGAGTGCCCTAAGTGAACATTTTTTCCCAGT
GAAACCAGTTAAAGCAGATGAAACGATCGATTCTAATAGCGAAAAATTGGGCAACGTTCCGCATCAGAT
TGATTCAAAAGGCGAAGTTGAGGTTAACCCTCCATTGATATGTATCCTTGCAAACGGTCATTCAACTAACT
TGACTCTGAGCACCGCTGTCTCAATCATTAACGAGTTTTGCCAGCTATTACTGAGACCAGAAGATTCTCAA
CCGCCTGAGGCTACGTATCATGTTACAAGCGAAGTTGAGGTTAACCCTCAATTGATATGCACACTTGCAA
ATGGTAATTCATTCAATTTGACGTACTGCACCGCCTTGTCAATTATCAATGAGTTTTGCCAGTCAGTAGCA
AAACAAGAAAATTCTCATGCCTCTCAACCTATATACAATGTTACAAGTACTCACATGGGATTTATTGCCGA

ACTTACCCTCCCAGCTTTTCGTCATTTTCCTGCTAGCAAACAAATATTTTTGGGAGAGGCGAAACCGAATA
AGAAGGAGGCTATGAGGGACACTGCATTCAAGGCTTGCGTTACTCTTTATGAAGCGGGTGTTTTAAATG
GACATTTTCTTCCATTGAAACCAACTAAACCGTATGAAGCAATTGATGCTAATGGCAGGGAATTGGACAA
CCTTGATCTCCCTGAAAAAGTGGTAGTATGTTGTCCGAATCCATTTGGGAAACTCCAAGATTCACCAGTG
CTGCATCTACACAAGCTTTCTTTCAATATTGGCGATCCCGAACCATGTTCAATTGGTTTCATATGCCAAAA
GAAGTTGAGTTTGCCTGATGGACTCTACCTTTGGGATCATATTCAGGAAGGGAAAACTTTGCCAATTCGT
ATAGATGATGCTATCGAGCTTCAATGGAGACCTGAGGAGTTAGAACATAATATTTTGATATTGACTGAGT
TTACTTTGTTTGGCATTCAAGCAGCCGTCACTCGAACGACTTACGATGGAAAGCTGCTGTTTTTACTTGCT
CCTTTAGTTGCAAATTCAATGAAGATTGATTGGAATTTAGTGGAAAACCACAAGACGCCAATCGCGAGTG
TTGAGGAAGCTCTTCAAGCGCCTTATATTATTGTTCCCTTGAGGCCTCTACATTATCGAGTTCTCAAGGCA
ACCTCTTCTCTAGATCTCACTCATGAATCAGAGCCACACCAAGTACCAAAAGACTCTTGTAGCGCTAAATT
TATTACTAGAATATCAAAGTTCAAAACTTTGAGCCATTTCATGTTTGTAGTTTTCGATATTGACTATGAAA
AGTGTCGATTCCCTCTGGTGTATGTGCAGTCCGCTTTACCCATCCACAATAACTTATCAAAAGTGCCTACA
GTTCAGAAAGAGCGATCATTTCGGTTCTTAGTGCCGATATCAGTTTGTTTCGCCAGTTCAGCTCCATTTTC
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GATATGGCGAATTTTTTCCTTTATACCTGCCTTCACAAGACAAATGTATGACTCCCTACAGGCTGCCTCAG
TTTTAAAGCAATTAGAAGCACAGGAAGTTCCAATCTCATTAGCTGTTGAGGCCCTTACTCAACCTGGTATT
GGTGTTGGTTGGGATTATCAAACGTTAGAAACCGTTGGTGATGCTTTTCTTAAGCTGGCTACTTCAGTTC
ATTTGTATTTATCTCAACCTTATAAAGGCGAAGGTGACTTAAGTGCTTTAAGATCTCGATCAGTGGATAAT
TTATACCTGAGAACGAAATCGTATACTGCTGGCTTAGGAGGTTACGTGTTAAGTCAACGATTTCGGACTG
ATCGATTTAGGGCCCCACATGAAGAAGATGCAGAACTTTTAAACTCTGGGGAGTTCACACAACGCAAGA
TACCTAGGAGAGTGTTGTCAGACATAGTTGAAGCTCTGCTCGGGGCAGGCTATTTATCTGGCGGTGTATC
AACTGCTTTAAAAATAGGCACTTCACTTGACCTTTCCTTTGGTGGCACAACTCATTGGGCTGAGCGACTTC
ATGATTTCCCGAATATTTTTGATGATACGTCTCAACCAGACCTTACCTCAGCATTGATTGAGCTGCAAGAT
AAGATCGGGTATCAATTTCAAAACCCAGCCCTGCTACTTCAAGCGTTGACTCATAGAAGCGTCAGCTCTT
GTTTGACCAAATGTTGCGAAAGACAGGAATGGCTGGGCGATGCCGTTCTTGACTTGTGGATCACAGACA
AAATTTATCATAGATACGAGGGATCAACCGCCAATCAGCTAACACTAACAAGAGCTAGTTTAGTCACCAA
CGGCAGCATTGGCTTTCTTGCTATCCGCAAATTGCATTTGCACTTGAGGTTGCTTCACAATTCGCCAGAGT
TGTCCGAACTATTCAAAAAAGCTATCACGGAAATTGAGCACTATCCGGACATACCCACTTTTTTTCATGAT

CTTACCAATGTCTTTACTGCTTTCGATCCGCCCAAGATACTGGGTGATGTGTTAGAAGCAATTGTGGGTG
CCGTATTTGTAGATTCCGGTCTTAAATTAGAGACAGCATTTCAAGCGCTTGATTTCATTTATGAAGACGTT
TTGCCCTGCATCACTCGCTGTGAACCTATGGATCCTCTCTCCAACCTTTTGCATCTAAAAGACAGGTACCA
ATGTACTGGCTTGGAAAAAAAGTGTGAAATCGTCACAGAGAAAACGTCCGATGAAATCAACCGATTGAG
TAAGATTACTTTGAGGCGTTGCATATTTTTCCTCCATGACCAAGTTATTGGTCAAGGTCAGCACCCGACAT
CAGTTTCATTGGCAGAGCAAAAGGCTGCCCAAGAGGCCCTAACTTTTCTAAAGGCGATTGAGGCTACCC
AGTCCGAGGATGCCAGCAACCGTCTAGGAAAC ATATGCGATTGTATCCAAATA

Enzima Dicer de H. vastatrix predicha en FGENESH+ mediante homologia entre especies

ortolégas, 1527 aa.

MIDQAKTRNIIVRSDTGTGKTLVAIQLMQWVASQSPQVDEAQKPIKKIQVFLTTTRPLAIQOQMKAINDSTSLA
VRAYTGDLRPRFSSVEKWSVELKGIDIIVCTAQVSLLVFDEAHHCRKNHVYRMIMQVHYHRLAENPEISLPKIL
GLTASPIWNLGDPHKVKQEIRNLONNLASQVYEVRENRENLETYTQEPKERTIYYDLCVPRPLSSLDMIPSDEI

QQFLSEIGIYGKLQYLSDWITLLLDSSLDQDYPRIDQEEFRGSLLSLLTKLEVILTQSSITSMTSPKVMALIGYLLEH
ASIKSPSFHAILFIEQKRNAQILKKILDQIEELKPFIKSAVLTGHSSKSKANGGCGMKLRMQNEIEKFKSGDINMI
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ISTSVAEEGLDLRECNVVIRFNDIINWKSYIQSRGRARAKNAEFIVFASKDGVSKYELFANKNRIDVTSSLYLDPP
QIVPKGEVEVTPQLICTLSDGNSSMLTYSVALSIINEFCQSLPKQEDSQSAQPIYNVTSTHLGFVAELTLPAFQKL
PTNKRIFLGGAKPNKKEAMKEAAFKACIALYEASALSEHFFPVKPVKADETIDSNSEKLGNVPHQIDSKGEVEV
NPPLICILANGHSTNLTLSTAVSIINEFCQLLLRPEDSQPPEATYHVTSEVEVNPQLICTLANGNSFNLTYCTALSII
NEFCQSVAKQENSHASQPIYNVTSTHMGFIAELTLPAFRHFPASKQIFLGEAKPNKKEAMRDTAFKACVTLYE
AGVLNGHFLPLKPTKPYEAIDANGRELDNLDLPEKVVVCCPNPFGKLQDSPVLHLHKLSFNIGDPEPCSIGFICQ
KKLSLPDGLYLWDHIQEGKTLPIRIDDAIELQWRPEELEHNILILTEFTLFGIQAAVTRTTYDGKLLFLLAPLVANS
MKIDWNLVENHKTPIASVEEALQAPYIIVPLRPLHYRVLKATSSLDLTHESEPHQVPKDSCSAKFITRISKFKTLS
HFMFVVFDIDYEKCRFPLVYVQSALPIHNNLSKVPTVQKERSFRFLVPISVCFASSAPFSIWRIFSFIPAFTROMY
DSLQAASVLKQLEAQEVPISLAVEALTQPGIGVGWDYQTLETVGDAFLKLATSVHLYLSQPYKGEGDLSALRSR
SVDNLYLRTKSYTAGLGGYVLSQRFRTDRFRAPHEEDAELLNSGEFTQRKIPRRVLSDIVEALLGAGYLSGGVST
ALKIGTSLDLSFGGTTHWAERLHDFPNIFDDTSQPDLTSALIELODKIGYQFQNPALLLOQALTHRSVSSCLTKCC
ERQEWLGDAVLDLWITDKIYHRYEGSTANQLTLTRASLVTNGSIGFLAIRKLHLHLRLLHNSPELSELFKKAITEI
EHYPDIPTFFHDLTNVFTAFDPPKILGDVLEAIVGAVFVDSGLKLETAFQALDFIYEDVLPCITRCEPMDPLSNLL
HLKDRYQCTGLEKKCEIVTEKTSDEINRLSKITLRRCIFFLHDQVIGQGQHPTSVSLAEQKAAQEALTFLKAIEAT
QSEDASNRLGNICDCIQI
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