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RESUMEN

Meéxico es uno de los principales paises exportadores de frutos tropicales a nivel mundial, sin
embargo, en los ultimos afios la produccion de estos cultivos se ha visto afectado por una
diversidad de enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos que impactan en diferentes
etapas de la cadena productiva provocando pérdidas considerables. Por este motivo existe la
necesidad de desarrollar nuevas tecnologias para el control de hongos fitopatdogenos que sean

eficientes, amigables con el ambiente y libres de efectos adversos para la salud humana.

Partiendo del conocimiento de la comunicacion mediada por RNA de doble cadena (d&sRNA)
entre plantas y hongos, se han desarrollado nuevas estrategias para el control de patégenos
fangicos que involucran el uso de dsSRNA (RNA1) para inducir el silenciamiento de genes de

patdgenos y ejercer un efecto fungicida.

En el presente trabajo se evalud el efecto de biofungicidas basados en dsRNA para la
proteccion de cultivos tropicales como pifa, naranja y cacao. Para ello, se aislaron hongos
patdgenos directamente de plantaciones de pifia y cacao en el area de Loma Bonita y Valle
Nacional, Oaxaca, respectivamente, y naranjas en etapa de poscosecha en mercados locales.
El analisis microscopico y molecular mediante secuenciacion de la region ITS identifico a
los patégenos como Phytophthora nicotianae y Fusarium oxysporum (pifia), Phytophthora

tropicalis y Lasiodiplodia theobromae (cacao) y Penicillium digitatum (naranja).

Las secuencias de genes similares a DICER (DCL) en estos patdgenos se buscaron en las
bases de datos y se seleccionaron regiones de 250-500 pb para elaborar construcciones
flanqueadas por la secuencia del promotor T7, mismas que se emplearon como molde para
la sintesis de dSRNA o RNAi. Los ensayos in vitro mostraron que una combinacion de
dsRNA cortos derivados de DCL1-DCL2 inhiben la germinacion de esporas de P. digitatum
hasta en un 80% en comparacion con los controles sin dsSRNAs. Asi mismo, mediante qPCR
se verifico el silenciamiento de los genes DCLs de P. digitatum en donde se encontrd una
disminucioén en la expresion relativa (ER) del gen DCL1 en 1.37 veces (27.2%) y de DCL2
en 1.44 veces (30%) con respecto al control, lo cual muestra que efectivamente el uso dsRNA
tiene un efecto en la expresion de los genes DCLs. Por lo anterior, los resultados obtenidos
representan un punto de partida para futuras exploraciones en el diseno de biofungicidas a

base de dsSRNAs para la proteccion de cultivos tropicales.
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ABSTRACT

Mexico is one of the main exporter countries of tropical fruits worldwide, however, in the
last years the production of these crops has been impacted by a variety of diseases caused by
plant pathogens that affect at different levels of the productive chain, causing dramatic losses
in this sector. For this reason, there is the need to develop new technologies for the control
of plant pathogens, which should be efficient, environment friendly and without adverse

effects for human health.

On the basis of knowledge about cross-kingdom interaction mediated by double-stranded
RNA (dsRNA) between plants and fungal pathogens, new approaches have been developed
for the control of fungal pathogens that involve the use of dsSRNAs (RNA1) directed to induce

gene silencing in pathogens, and thus acting as biofungicides.

The aim of this work was to evaluate the effect of biofungicides based on dsRNAs for the
protection of tropical crops such as pineapple, orange and cacao. For this, plant pathogens
were isolated directly from pineapple and cacao plantations in the area of Loma Bonita and
Valle Nacional, Oaxaca, respectively, and from orange fruits in postharvest stage in the local
markets. Microscopical and molecular analysis via ITS region sequencing identified the
pathogens isolated from the samples as Phytophthora nicotianae and Fusarium oxysporum
(pineapple), Phytophthora tropicalis and Lasiodiplodia theobromae (cacao), and Penicillium

digitatum (orange).

The respective DCL (Dicer-like) gene sequences of these pathogens were searched in the
databases and regions of 250-500 pb were selected, flanked with the T7 promoter sequence
and cloned to be used as template for the synthesis of dSRNA (RNA1). In vitro assays showed
that a combination of short dSRNAs (sdsRNAs) derived from DCL1 and DCL2 were able to
inhibit spore germination of P. digitatum in up to 80% in comparison with non-dsRNAs
controls. Moreover, quantitative PCR demonstrated the silencing of DCL genes in the
pathogen, with a 1.37 (27.2%) and DCL2 with a 1.44 fold change (30%) in comparison to
controls, which demonstrates that dSRNAs have an effect in the expression of DCL genes.
Based on these results, this work represents a start point to further explore the design of

dsRNA-RNA based biofungicidas for the protection of tropical crops.
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1. INTRODUCCION

1.1 La agricultura en el Mundo

La agricultura es una actividad econdmica necesaria para el desarrollo de la humanidad, ya
que es basica para la produccion de alimentos. Aunque a finales del siglo XX y en la primera
década del siglo XXI a nivel mundial se produjeron alimentos para alimentar a cerca de siete
mil millones de habitantes, aun existe desabasto alimenticio. Por ejemplo, en los paises en
desarrollo, seis de cada diez personas siguen padeciendo hambre crénica. A finales del 2010
a nivel mundial se estimo que cerca de 925 millones de personas vivian en condiciones de
desnutricion, donde el 98 % pertenecian a paises en desarrollo, por lo que la seguridad
alimentaria es el primer desafio en la agricultura para la produccion de alimentos (Sonnino y

Ruane, 2013).

Por otra parte, la produccidn de alimentos, ademas de ser insuficiente para diversos sectores
de la poblacién mundial, enfrenta retos por el cambio climatico. Las condiciones ambientales
adversas impactan negativamente el crecimiento y la productividad de las plantas. Por esta
razon, el segundo desafio en la agricultura son las problematicas causadas por el cambio
climatico, que tienen consecuencias directas al alterar la frecuencia con la que ocurren los
fendémenos meteorologicos extremos, alterando las modalidades de la produccion agricola,
asi como los patrones de distribucion de plagas y enfermedades que amenazan los cultivos.
Se estima que los efectos globales de estos fendémenos en la agricultura seran cada vez mas
negativos, especialmente en las regiones vulnerables como los paises en desarrollo (Sonnino

y Ruane, 2013; FAO, 2016).

Adicionalmente, el crecimiento de la poblacion ha incrementado las demandas de
urbanizacion, ocupando areas de vegetacion y tierras cultivables. Este hecho agudiza el
problema del desabasto de alimentos para una poblacion creciente que requiere areas para la
agricultura. El abandono del campo debido a pérdidas en los cultivos agudiza el problema.
La FAO y la OECD prevéen que la poblacion mundial aumentara, de los 7,300 millones de

habitantes actuales, a 9,800 para el 2050, y que la mayor parte de este incremento tendra
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lugar en regiones en desarrollo. Por lo tanto, se necesitara ampliar la produccion de alimentos
en un 50% mas para abastecer la demanda (OECD, 2012; FAO, 2017). Esto plantea la
necesidad de asegurar la produccion de alimentos para los paises en desarrollo, a través de la
intensificacion de la agricultura y de nuevas estrategias para contrarrestar el efecto de factores

ambientales adversos.

1.2 La agricultura en México

En México, la historia de la alimentacion esta estrechamente relacionada con la agricultura.
Los primeros alimentos mexicanos de que se tiene informacidn son el maiz, la calabaza, el
chile y el jitomate, siendo estos los primeros alimentos producidos ya que crecian de manera
silvestre, y por ser tolerantes a las condiciones ambientales propias del pais (Osorio, 2014).
México cuenta con un territorio de 198 millones de hectareas, de las cuales el 73.2 % (145
millones Ha) son destinadas a la actividad agropecuaria. Del total del sector,
aproximadamente 20.7 % (27.8 millones de Ha) son tierras de cultivo. Del 100% de
hectareas destinadas al cultivo solo 20 y 25 millones de hectareas por afiose destinan para

esta actividad (Osorio, 2014).

A diferencia de otros paises, México cuenta con una gran variedad de condiciones climaticas
que le permiten cultivar cerca de 264 especies vegetales. Gracias a esto, la alimentacion de
los mexicanos se basa en productos de origen vegetal, en donde el maiz, el frijol, el chile, el
jitomate y la calabaza constituyen la base de la dieta. En nuestro pais, 202 diferentes especies
vegetales se destinan para fines alimentarios y se cultivan ocupando el 65% del 4rea agricola.
Entre estas especies se encuentran el maiz y el frijol, que cubren el 44% del area cultivada.
Las especies vegetales forrajeras ocupan 21% de las areas de cultivo. Por otra parte, el area
cultivada de leguminosas cubre una superficie relativamente pequeiia de 0.67 millones de

hectareas (Sosa y Ruiz, 2017).

Ademas, México se ha posicionado como el primer exportador de frutos tropicales y el cuarto
exportador mundial de frutas y hortalizas, con 5.8 millones de toneladas de productos

agricolas, cifra que es solo superada por Holanda, Espafia y China (Sosa y Ruiz, 2017). En
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2018, la OEC (Observatorio de Complejidad Econdmica, por sus siglas en inglés) estimo6 que
para febrero de 2020, los productos vegetales producidos en el pais y exportados al
extranjero, principalmente a Estados Unidos, estuvieron encabezados por vegetales variados,
con un 23.9%, seguidos por un 15.6 % de tomate y 14.8% para frutos tropicales, siendo asi

los frutos tropicales uno de los tres productos mayormente exportados al extranjero (Fig. 1).

Figura 1. Porcentaje de productos exportados al extranjero en Febrero 2020, principalmente a
Estados Unidos, China, Alemania y Japon (modificada de OEC, 2020).

La creciente demanda de alimentos en México se relaciona estrechamente con el aumento
poblacional de las Ultimas décadas. Por ejemplo, de 1980 a 2015, la poblacion pas6 de 66.8
a los 119.5 millones de habitantes, es decir, se duplicd. Sin embargo, en el mismo periodo,
la superficie agricola crecio6 tan solo 22%, pasando de 17.99 millones a solo 22.2 millones de
Ha sembradas. Para agravar este panorama, se ha predicho que la poblacion se extendera a
140 millones de habitantes para el afio 2050, y que la tierra agricola disponible podria
disminuir, lo que hace inminente la necesidad de implementar nuevas tecnologias para
aumentar la produccion de alimentos a niveles suficientes para abastecer a la poblacion

(CONAPO, 2012; Sosa y Ruiz, 2017).
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1.3 Problematicas en la agricultura mexicana

Seglin la SAGARPA (2017), en México las principales problematicas a los que se enfrenta
la agricultura son diversas, e incluyen la falta de apoyos para los productores, los altos costos
de insumos y servicios, las pérdidas por cuestiones climaticas, plagas y enfermedades, la falta
de capacitacion y asistencia técnica, la pérdida de la fertilidad del suelo, la infraestructura
insuficiente para la produccion, la dificultad para la comercializacion y la falta de

organizacion para la produccion, entre otras.

La FAO (2019) y el CIMMYT (2020) puntualizan las problematicas ocasionadas por el
cambio climatico, y enfatizan que éste tendra impactos directos sobre los componentes del
ciclo hidroldgico, los cuales son fundamentales en la agricultura. Se predice que la alteracion
de la evapotranspiracion y la precipitacion aumentara las demandas de riego y tendré efectos
sobre la distribucion de las plagas y el establecimiento de enfermedades dentro de los
cultivos. El cambio climatico afectara el tamafio de las poblaciones, tasa de supervivencia y
la distribucion geografica de plagas, asi mismo, provocara la intensidad, desarrollo y

distribucion geografica de enfermedades.

En especifico, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica y Fitosanitaria
(SINAVEF), enfatiza el hecho de que la sequia prolongada y el aumento constante de la
temperatura favorecera de manera general el desarrollo de especies invasoras de plagas y de
organismos patogenos, lo que provocara la aparicion de nuevas enfermedades en los cultivos
(FAO, 2014; SAGARPA, 2017). A partir de 1960 se tienen registros de que las plagas, y en
mayor medida las enfermedades de los cultivos de alto interés comercial, se han estado
moviendo en promedio 3 Km al afio del ecuador con direccion hacia los polos a medida que
aumenta la temperatura (CIMMY'T, 2020), cubriendo territorios que no estaban colonizados
y provocando pérdidas en la produccién agricola, lo cual es preocupante para la agricultura

mexicana.
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1.4 Impacto de las enfermedades en la agricultura

En la agricultura a nivel mundial y en México, los hongos fitopatdgenos son causantes de
enfermedades tanto de pre- como de poscosecha en los cultivos de interés econdémico, como
hortalizas, cereales y frutas, siendo responsables de pérdidas econdémicas en la produccion
asociadas directamente a su efecto negativo sobre el desarrollo de las plantas a las que
parasitan (Juarez-Becerra et al., 2010). Por tal razén, las enfermedades de plantas de cultivo
se consideran como uno de los mas grandes obstaculos a vencer para garantizar la seguridad

alimentaria a nivel global (Velasquez et al., 2018).

En 2019, la FAO estim6 las pérdidas causadas en la produccion agricola y ganadera por
diferentes tipos factores, donde las pérdidas ocasionadas por desastres biologicos, incluidas

las enfermedades, oscilaron entre los 9,500 millones de dolares (Tabla 1).

Tabla 1. Pérdidas causadas por factores adversos en el sector agricola y ganadero (FAQO,

2019).
Evento adverso Pérdidas entre 2005 y 2015
Sequia 29 000 millones de dolares
Inundaciones 19 000 millones de dolares
Terremotos / desprendimientos de tierra / 10 500 millones de dolares
movimientos del terreno
Otros desastres meteorologicos, como temperaturas 26 500 millones de ddlares
extremas y tormentas
Desastres biologicos, como enfermedades e 9 500 millones de dolares
infestaciones
Incendios forestales 1 000 millones de dolares

Los patdgenos causantes de las enfermedades son principalmente virus, nematodos,
fitoplasmas, viroides, bacterias y hongos; sin embargo, son los hongos los que con mayor
frecuencia causan deterioro patologico en frutas, hojas, tallos y productos subterraneos
(raices, tubérculos, cormos etc.). Se ha estimado que dichas perdidas oscilan entre 5-25 % en
paises en desarrollo y el 20 al 50% en vias de desarrollo como lo es México (Rodriguez,
2001; Juarez-Becerra et al., 2010). En la Tabla 2 se muestran los continentes mas afectados

por enfermedades de cultivos y el monto de sus pérdidas econdmicas.
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Tabla 2. Pérdidas econémicas causadas por enfermedades en cultivos en los diferentes
continentes (FAQO, 2019).

Continente Pérdidas econdmicas entre 2005 y 2015
Asia 48 000 millones de dolares
Africa 26 000 millones de dolares
América Latina y el Caribe 22 000 millones de dolares

En 2017, en México se estim6 una pérdida del 44% de las unidades de produccion por causas
biologicas; 40 % fue por plagas en interaccién con enfermedades y 21 % correspondid
estrictamente a enfermedades. Asi mismo, en ese afio se evidencio el incremento del
monitoreo de presencia de plagas y enfermedades en las unidades de produccion en el pais,
con el objetivo de detectar a tiempo los agentes patdogenos y poder desarrollar acciones

pertinentes para su control (INEGI, 2018).

1.5 Principales enfermedades causadas por hongos fitopatdogenos

Existe una gran gama de enfermedades producidas por hongos fitopatdgenos que pueden
tener efectos econdmicos, ecologicos y sociales devastadores. A nivel global se reconoce la
importancia de hongos patdégenos de mayor importancia cientifica y economica. En orden de
importancia, estos patdgenos son: Magnaporthe oryzae, Botrytis cinerea, Puccinia spp.,
Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Blumeria graminis, Mycospherella
graminicola, Colletotrichum spp, Ustilago maydis y Melampsora lini y especies de los
géneros Alternaria, Phytophthora, Monilinia, Penicillium, Phompsis, Rhizopus y Mucor

(Rulfo et al., 2007; Dean et al., 2012).

Las principales enfermedades causadas por hongos fitopatogenos que tienen relevancia en
Meéxico estan relacionadas con los cultivos de importancia en el pais. Entre estos cultivos se
encuentra el agave tequilero, el cual es afectado por tizon foliar, mancha anular y pudricion
de cogollo, hojas y planta; todos estos ocasionados por Phytophthora sp.,y Alternaria sp. En

el caso del cultivo de aguacate, las enfermedades mas comunes son la antracnosis ocasionada
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por Colletotrichum gloesporoides y la tristeza del aguacatero provocado por Phytophthora
cinnamoni (Rulfo et al., 2007). En cuanto a cultivos tropicales como el cacao, las principales
enfermedades que merman la produccion son la mancha negra y la Moniliasis; la primera es
causada por hongos del género Phytophthora, de las cuales P. megakarya es la mas agresiva,
y la segunda es causada por hongos del género Moniliophthora (Fig. 2), una de las principales

causas de pérdidas en la produccion de cacao (Sanchez y Garcés, 2012; Cuervo-Parra, 2014).

Figura 2. Sintomas externos e internos de la Moniliasis en el cacao. A) Fruto con pequefios
abultamientos y protuberancias indicios de una infeccion interna causada por el hongo; B) Se
observa el micelio del hongo cubriendo el tejido del fruto; C) Necrosis celular ocasionada por la
enfermedad en un estadio avanzado; D) Tejidos internos, pulpa, almendras y cascara en proceso
de pudricion causadas por el patdégeno (modificada de Sanchez & Garcés, 2012).

El cultivo del café también ha sido castigado por enfermedades; una de las mas agresivas es
la antracnosis ocasionada por hongos del género Colletotrichum sp, ademas del mal del
talluelo ocasionado por el hongo Rhizoctonia solani. Este tltimo provoca grandes pérdidas
de plantulas de café en viveros. Ademas, el cultivo del café sufre la roya anaranjada
provocada por el hongo Hemileia vastatrix, que es hasta ahora la enfermedad més violenta

de todas.

En el caso del cultivo del mango, otro producto tropical, la enfermedad mas ofensiva es la de
la malformacion ocasionada por hongos del género Fusarium (Betancourt ef al., 2015). La
produccion de pina también ha sido afectada por enfermedades, de las cuales se tiene
registrada la pudricion del cogollo, ocasionada por el hongo Phytophthora nicotianae, misma
que provoca pérdidas significativas de este cultivo (Espinosa-Rodriguez et al., 2015).

Recientemente los citricos han cobrado gran importancia en la produccién nacional, siendo
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Meéxico uno de los 5 principales paises productores de naranja, limén y lima a nivel mundial.
En nuestro pais la produccion de citricos se ve mermada por la gomosis que es la principal
enfermedad causada por al menos 12 especies de Phytophtora, produciendo la muerte de 3 a
5% de arboles de citricos en pie (Acosta-Pérez, 2012). Ademés de esto, otros hongos
fitopatogenos atacan los citricos en la etapa poscosecha. Este es el caso de hongos como
Penicillium digitatum y Penicillium italicum que juntos pueden llegar a ocasionar hasta el

90% de las pérdidas de producto cosechado (Cheng et al., 2020)

1.6 Estrategias de control de hongos fitopatdégenos

Las estrategias de control de enfermedades ocasionadas por hongos fitopatogenos, ademas
de tomar en cuenta el parasito o patogeno, incluyen el manejo del hospedante. De acuerdo
con Achicanoy (2001), los métodos de control se clasifican de acuerdo a la causa y desarrollo
de la enfermedad, teniendo métodos reglamentarios, culturales, fisicos, quimicos y
bioldgicos. En México, desde la década de los 70’s se han implementado labores de Manejo
Integrado de Plagas y Enfermedades (MIP). El MIP tiene por objetivo proteger las cosechas
al menor costo y con el minimo riesgo al hombre, sus animales y agroescoistemas, en donde
la integracion de los diferentes métodos existentes (fisicos, reglamentarios, culturales,

genéticos, quimicos y bioldgicos) es necesaria para lograr un buen manejo (Romero, 2004).

a) Control reglamentario y cultural
El control reglamentario estd vinculado con las disposiciones legales emitidas por las
autoridades competentes, enfocadas a limitar las actividades agricolas tanto de campo como
de comercio, con el fin de excluir los patdgenos o impedir su desarrollo en los hospederos de
un area geografica determinada. Este tipo de control se enfoca principalmente en el
establecimiento de cuarentenas, labores de inspeccion y certificacion de productos que se
exportan e importan en el territorio donde las leyes son vigentes y aplicables. En cuanto a los
métodos culturales, éstos incluyen las actividades realizadas por el agricultor para evitar que
el patogeno establezca relacion con el hospedero, o disminuir la poblacion de los patdgenos

en la plantacion cuando éste logra establecerse. Dentro de esta metodologia se promueve la
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rotacion de cultivos, la erradicacion del hospedero (destruccion de las plantas infectadas), y
el saneamiento que permiten eliminar o minimizar la dispersion del patégeno en una nueva

planta en el cultivo (Achicanoy, 2001).

b) Control fisico
El control fisico tiene el objetivo de erradicar al patégeno o reducir sus poblaciones utilizando
temperaturas altas o bajas, asi como el uso de radiaciones o el tratamiento por calor para
combatir nematodos, bacterias y hongos fitopatdogenos que se encuentran en los primeros 15
cm del suelo. El control fisico también implica el tratamiento del suelo por esterilizacion y
solarizacion, y el tratamiento del material de propagacion como las semillas, tubérculos,
bulbos, plantulas y cormos. En el método fisico también se puede hacer uso de radiacion
electromagnética como la luz UV, rayos X, rayos v, a 'y B, eficientes para eliminar patdgenos

de productos poscosecha particularmente frutos y hortalizas (Kumar & Pandey, 2016).

c) Control quimico
El control quimico es el mas empleado y el mas efectivo para el control de enfermedades
causadas por fitopatdégenos. Este método incluye el uso de fungicidas de contacto contra
varios sitios objetivo en hongos, desarrollados a partir del conocimiento del metabolismo
fungico (Morton & Staub, 2008). Los agentes quimicos se enfocan en la inhibicion de la
biosintesis de esterol empleando aminas, espiroxamina, hidroxianilidas y compuestos de la
familia de los triazoles. Otro grupo de agentes quimicos con actividad antifingica son las
estrobilurinas, ubiquinol, benzimidazoles, tiofanatos y grupos inhibidores del complejo
succinato deshidrogenasa, comomepronil, flutolanil, furametpir y tifluzamida. Cada uno de
estos compuestos fue disefiado para intervenir en rutas celulares especificas, lo que ha

convertido al método quimico en el mas eficiente en el control de enfermedades fungicas.

d) Control biolégico
El control bioldgico hace uso de organismos que son enemigos naturales de una plaga o
patdgeno, con el objetivo de eliminar o reducir los efectos del patogeno en las plantas o sus
productos. Los agentes bioldgicos utilizados para el control de enfermedades ocasionadas
por hongos fitopatogenos pertenecen principalmente a los géneros Trichoderma,

Gliocladium, Streptomyces, Coniothyrium 'y Candida, asi como bacterias enemigas naturales
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de los hongos, del género Pseudomonas, Bacillus y Agrobacterium (Serrano y Galindo,

2007).

La aplicacion de estos microrganismos ha sido importante en el sector agricola para la
obtencion de productos alimenticios de calidad, ademas de que no generan impactos
negativos al ambiente. El éxito de esta estrategia de control depende de la capacidad de
deteccion del agente adecuado, y del estudio de su interaccion con el agente patégeno, lo cual
es necesario para aumentar el potencial de biocontrol, permitiendo reemplazar los productos
mas ampliamente utilizados como son los quimicos, en caso de que el agente patdogeno genere
o desarrolle resistencia (McSpadden & Fravel, 2002). Sin embargo, la implementacion del
MIP apoyado en control bioldgico ha fracasado en México debido a que los agricultores

optan por el uso de los métodos de control quimico, frecuentemente de manera intensiva.

1.7 Problematica en las estrategias de control

De las estrategias del control, el método quimico es el mas empleado a nivel mundial. México
no es la excepcion por ser el método mas eficiente a corto plazo. En general, el término
agroquimico o plaguicida comprende una serie de productos que tienen como fin destruir o
controlar plagas y enfermedades, y de acuerdo a su funcién, se pueden clasificar en

herbicidas, insecticidas, fungicidas y nematicidas (Guzman-Plazola et al., 2016).

El uso excesivo de los agroquimicos los ha convertido en un problema ambiental a nivel
mundial. La American Chemical Society identificé alrededor de 13 millones de productos
quimicos en 1993, y a partir de ahi se estim6 que cada afio se suman unos 500,000 nuevos
compuestos, lo cual genera desechos y contaminacion del suelo de manera alarmante. Se ha
establecido que solo el 0.1 % del producto llega al patdgeno, y el resto circula por el ambiente
contaminando el suelo, el agua y la biota. Esto revela un grave dafio en el area ambiental, sin
mencionar que quiza el dafio mas grave es que estos niveles de contaminacion han afectado
e impactado a la salud de las personas expuestas al contacto con estos productos (Torre &

Capote, 2004; Garcia-Gutiérrez & Rodriguez-Meza, 2012).

La FAO estim6 que en el afio 2007, en México se comercializaron cerca de 100,000 ton de

plaguicidas (insecticidas, herbicidas, fungicidas y bactericidas) con un equivalente de 4 %
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del consumo mundial, convirtiéndose en uno de los primeros 10 paises consumidores de
plaguicidas, sobre todo de fungicidas y bactericidas a nivel mundial (Figs. 3 y 4). Ademas,
la Direccion General de Epidemiologia (DGE) reportd cerca de 4,000 casos de intoxicaciones
por plaguicidas en el afio 2016, lo cual es preocupante para la agricultura mexicana (Garcia

etal., 2018).

Figura 3. Uso de plaguicidas en México desde el afio 1990 al 2017.
Se puede observar el aumento drastico en el consumo de plaguicidas del afio 2002 hasta el 2007,
afio en el que se alcanzo6 uno de sus puntos maximos (FAOSTAT, 2020).

Figura 4. Los 10 paises con mayor consumo de fungicidas y bactericidas del afio 1990 al 2017.
Meéxico ocupa el sexto lugar con 22,217 toneladas (FAOSTAT, 2020).

Hasta el momento no se encuentra documentado en México qué grupos o ingredientes activos

son los mas utilizados, ni el uso de estos agroquimicos por estados de la Republica y por
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cultivo, sin embargo, hay evidencia de su uso y del efecto negativo que se genera al ambiente

y a la salud humana (Garcia et al., 2018).

Otra problematica que se ha observado en el uso desmedido de agroquimicos es la resistencia
del agente patdgeno al principio activo, el cual se define como el cambio genético de un
organismo como respuesta a la seleccion por sustancias toxicas (FAO, 2012). Esta resistencia
constituye una propiedad heredable del organismo, lo que le permite a las nuevas
generaciones la adaptacion a diferentes condiciones agronomicas adversas y les permite
sobrevivir a ellas. De este modo, se originan organismos patdgenos mas agresivos que sus
antecesores (Carmona & Sautua, 2017), y se genera la necesidad de nuevas formulaciones de
agroquimicos mas potentes, que a largo plazo tendran impactos en el ambiente y en la salud
humana. Estos efectos negativos al ambiente y a la salud humana han impulsado la busqueda
de nuevas tecnologias y estrategias para el control de enfermedades causada por hongos

fitopatogenos.

1.8 Nuevas tecnologias en la estrategia de control de fitopatogenos

Como se menciond anteriormente, la mayoria de las enfermedades causadas por hongos
fitopatogenos pueden controlarse eficientemente con el uso de agentes quimicos, reduciendo
considerablemente el impacto de las enfermedades; no obstante, el uso excesivo e inadecuado
de estas sustancias tiene un impacto en la salud humana, de animales y al ambiente, por lo
que el desarrollo de nuevas tecnologias verdes, como los biofungicidas, se ha iniciado para

minimizar el impacto de los desechos y residuos quimicos (Zaker, 2016).

El término biofungicida corresponde al producto obtenido con microrganismos y/o
compuestos de origen natural que posee la capacidad de controlar las enfermedades de las
plantas (Moraes et al., 2019). Ejemplos de éstos son los microrganismos beneficiosos
(hongos y bacterias) que atacan y controlan los patdégenos, extractos de plantas, aceites
esenciales, gomas y resinas. Los biofungicidas pueden ser una de las mejores alternativas
viables que pueden usarse como parte de un programa de manejo integrado de plagas y

enfermedades eficiente para reducir y controlar las poblaciones y patogenicidad de los
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agentes patdgenos, asi como para reducir el riesgo de que los patdogenos desarrollen

resistencia con facilidad (Thomas, 2002).

Dentro de las ventajas de los biofungicidas se encuentra la reduccion del uso de fungicidas
quimicos, su biodegradabilidad, su seguridad de uso y su intervalo de reingreso mas bajo.
Muchos de estos productos pueden ser utilizados por productores organicos, son menos
fitotoxicos, y se puede alternar su uso con otras medidas de control como son los métodos
fisicos, e incluso, los quimicos (Thomas, 2002). De esta manera, se requiere la busqueda de
alternativas biotecnologicas que permitan el desarrollo de nuevos biofungicidas eficientes en
el control de plagas y enfermedades y que no generen impactos al ambiente ni a la salud

humana.

1.9 Uso de RNAi como biofungicida

Con el avance cientifico en el manejo de plagas y enfermedades han surgido nuevas
tecnologias para satisfacer las demandas en la produccion de cultivos. Los organismos
genéticamente modificados son una alternativa, sin embargo, enfrentan fuertes desafios para
establecerse como una opcion viable y segura en varios paises productores. Por otra parte, se
abren nuevas posibilidades a partir del descubrimiento del mecanismo de silenciamiento
génico a través de los RNAI en organismos eucariotas. Con la finalidad de homogenizar la
nomenclatura con la que se reconoce en la literatura cientifica al RNAi, microRNAs

(miRNAs) y siRNAs, en lo sucesivo la palabra RNA se referird al acido ribonucléico (ARN).

La busqueda de alternativas para el control de enfermedades causadas por hongos
fitopatogenos (Cagliari et al, 2019) incluye el uso del RNAIi para el control de plagas y
enfermedades aplicado superficialmente o dentro de plantas modificadas genéticamente

(Lundren & Duan, 2013; Younis et al, 2014).

Los RNAIi son moléculas de RNA pequeiias (SRNAs, por small RNAs) que se sintetizan de
forma natural en las células y que participan en la regulacion negativa de los genes. Zhu et
al., (2019) define a los sSRNA como secuencias pequeias de 21-24 nucledtidos que se
clasifican en dos grupos: microRNAs (miRNAs) y pequefios RNAs de interferencia

(siRNAs). Estos se procesan a partir de una horquilla monocatenaria o bicatenaria de RNA
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como precursor, mediante una endoribonucleasa tipo RNAsa I1I llamada DICER o Dicer-like

(DCL) (Wang et al, 2017).

En general, la maquinaria de sintesis de RNAi en plantas consta de tres componentes
centrales: RNA polimerasas dependientes de RNA, responsables de catalizar la biosintesis
de los RNA bicatenarios (dsRNAs) a partir de una plantilla de RNA de cadena sencilla
(ssRNAs); las proteinas Dicer-Like (DCL), que escinden dsRNA; y proteinas Argonauta
(AGO), que son guiadas por sSRNAs y se unen a un RNA mensajero (mRNA, transcrito)
objetivo por complementacioén de secuencia casi perfecta, lo que conduce a la degradacion
del mRNA o la inhibicion de la traduccion (Zhu et al., 2019; Islam &Sherif, 2020). Este

proceso se denomina silenciamiento génico postranscripcional (Fig. 5).

Figura 5. Representacion del complejo de silenciamiento génico inducido por RNAi (RISC). El
proceso inicia con la biosintesis de las horquillas precursoras de los dsSRNA y miRNA, los cuales
con procesados por la enzima DICER (DCL) para generar pequefios RNA interferentes de ~ 22
nucledtidos. Estos RNAs pequefios son tomados por el complejo RISC para inducir el
silenciamiento génico por degradacion del RNAm objetivo o la inhibicion de la traduccion
(modificado de Mello & Conte 2004).
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A partir de la caracterizacion de los SRNAs como moléculas reguladoras de la expresion que
participan en procesos del desarrollo de las plantas, la respuesta al estrés abidtico y la defensa
ante agentes bidticos, los SRNAs se han ubicado como una estrategia promisoria para inhibir

la expresion de genes de interés de cualquier organismo patogeno (Younis et al, 2014).

Se ha demostrado que los SRNAs se mueven de forma bidireccional entre los limites celulares
entre el hospedero y los patégenos con los que interacttia, induciendo silenciamiento génico
a través de RNAi en un fendmeno llamado RNAIi entre reinos (Fig. 6). Para lograr su
colonizaciéon los patégenos inyectan una serie de moléculas al huésped, como proteinas
efectoras, acidos nucléicos y toxinas, para suprimir la inmunidad y hacer débil al huésped y
poder colonizarlo. En este mecanismo se incluye la supresion de la sefializacion del RNAA,
en el cual los RNAs fiingicos utilizan la maquinaria de RNA1 de la planta para silenciar los
genes de respuesta del hospedador y de esta manera debilitarla para parasitarla (Hua et al.,
2017; Wang et al., 2017; Huang et al., 2019). Dicho intercambio de moléculas de RNA

pequeiios se lleva a cabo mediante el transporte en vesiculas extracelulares (Liu et al., 2021).

Figura 6. Papel bidireccional del RNA!I en la interaccion planta-patogeno. Los RNAI sintetizados
por la planta son secretados hacia el patogeno en vesiculas extracelulares y reprimen la expresion
de genes de virulencia del patogeno. A su vez, los RNAI sintetizados por el patdgeno actian
como efectores que se envian a la celula del huésped, donde utilizan la maquinaria de RNAi de la
planta para silenciar sus genes de defensa, haciendo que pierda su capacidad de ataque y de esta
manera logre invadirla exitosamente (modificada de Huang et al, 2019).
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A partir de estos hallazgos se han desarrollado dos estrategias usando RNAi: el
silenciamiento génico inducido por el huésped (HIGS) y el Silenciamiento Génico Inducido

por Aspersion (SIGS) (Koch et al., 2019).

1.9.1 Tecnologia HIGS

La tecnologia HIGS (Silenciamiento Génico Inducido por el Huésped) consiste en la
modificacion genética de la planta huésped para expresar los SRNAs o dsRNAs que seran
dirigidos a algun gen clave del patogeno para silenciarlo, y de esta manera controlar o
interrumpir su crecimiento (Huang ez al., 2019). En la ultima década se han realizado estudios
tomando como ejemplo el trafico de los RNAs desde los hospederos hasta los patégenos o
plagas que interactian con la planta, convirtiéndose asi en un método de proteccion de
cultivos. Las plantas y cultivos transgénicos que expresan los RNAi dirigidos contra genes
esenciales de crecimiento y virulencia de patdgenos y plagas han demostrado ser resistentes

a las enfermedades respectivas (Nunes & Dean, 2012; Wang et al, 2017).

Bajo esta premisa Tinoco et al., (2010), demostraron mediante el uso de HIGS el control del
hongo Fusarium verticillioides en plantas de tabaco modificadas genéticamente. En el mismo
afio, Nowara et al. (2010), lograron reducir el desarrollo de cepas del hongo Blumeria
graminis en plantas de cebada y trigo. También bajo esta metodologia, Koch et al. (2013)
evaluaron el potencial de silenciamiento génico para controlar la enfermedad del tizon, cuyo
agente causal es Fusarium spp. (Fig. 7). En dicho trabajo, se disefi6 RNAi (CYP3RNA)
dirigido a genes del citocromo P450 Ianosterol C- a-desmetilasa (CYP51), una enzima
importante en la sintesis de ergosterol en el hongo. Los resultados obtenidos empleando
HIGS fueron similares a los obtenidos con el uso de tubucoazol, un producto quimico

disefiado para el control de la enfermedad.

Posteriormente se logré controlar poblaciones de Fusarium graminearum al inhibir el efecto
de la quitina sintasa (Chs) 3b, un gen de virulencia identificado en el hongo, para conferirle
proteccion a plantas de trigo frente al patogeno (Cheng et al, 2015). De igual forma, Guo et

al. (2019), probaron esta metodologia para la proteccion del cultivo de arroz amenazada por
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Magnaporthe oryzae. Como resultado, la planta transgénica resistio a por lo menos 11 cepas
del hongo. Recientemente, Dou et al. (2020) emplearon HIGS en banana para silenciar los
genes ERG6 y ERG11, involucrados en la germinacion de conidios de Fusarium oxysporum.
Las plantas HIGS de banana presentaron una resistencia superior a la enfermedad de
marchitamiento causada por Fusarium. En otro caso, mediante la tecnologia HIGS se logré
reducir la produccion de aflatoxinas en maiz transgénico gracias al silenciamiento de un gen

clave en la ruta de biosintesis de estas toxinas (Raruang et al., 2020).

Figura 7. Proteccion conferida a hojas de Arabidopsis thaliana a través de HIGS. A) hoja de la

planta que no expresa el RNAi (CYP3RNA), se observa infectada por Fusarium graminearum.

B) hoja de la planta que expresa el RNA (CYP3RNA) se observa sin dafios significativos por F.
graminearum (modificada de Koch et al., 2013).

Los ejemplos mencionados anteriormente demuestran que HIGS es una metodologia muy
eficiente para el control de enfermedades agricolas, ademas de que ha sido la base para el
entendimiento del uso natural de los RNAI entre reinos. No obstante, una de las limitaciones
para su uso es que se requiere de la transformacion genética de la planta, teniendo asi
organismos genéticamente modificados (OGM). En la mayoria de los paises, la siembra de
transgénicos no estd permitida, por lo que prevalece la necesidad de desarrollar nuevos

medios para el control de enfermedades sin generar OGM (Wang, 2017).
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1.9.2 Tecnologia SIGS

Alguna plagas y patogenos, ademas de recibir RNAs pequefios de la planta, son capaces de
absorber sSRNAs del medio ambiente, lo que se denomina RNA ambiental. El descubrimiento
y entendimiento de este proceso se ha convertido en una herramienta prometedora para el
desarrollo de nuevas tecnologias usadas contra los patdgenos para la proteccion de la planta
o los derivados, como los frutos, conocida como SIGS o Silenciamiento Génico Inducido por

Aspersion.

La tecnologia SIGS se desarroll a raiz del descubrimiento de la interaccion planta-patogeno
y de la efectividad del uso de RNAi mostrado mediante la metodologia HIGS (Silenciamiento
Génico Inducido por el Huésped). En esta metodologia se disefian y sintetizan RNAi
artificiales dirigidos a genes clave para la virulencia del patogeno. Los RNAI se aplican en
aspersion para que sean tomados por los hongos y efectlien el silenciamiento, y de esta

manera controlen su crecimiento (Ozlem, 2019).

Los RNAs de doble cadena (dsRNA) son rociados sobre las superficies de la planta infectada
por hongos fitopatdgenos. De acuerdo a Song et al., (2018), los dsSRNAs exdgenos tienen dos
posibles vias de entrada en las células fungicas (Figura 8). Por una parte las células vegetales
pueden tomar el RNA y posteriormente transferirlo a las células fungicas. Por otro lado los
hongos pueden tomar los RNAs directamente, y al ser captados por las células vegetales
inducen la maquinaria de RNA1 de la planta y posteriormente la maquinaria fungica, o bien,
si los RNAs fueron captados directamente por las células fungicas, inducen la maquinaria de
los hongos directamente. Recientemente se ha obtenido evidencia de que las plantas pueden
tomar SRNAs exdgenos, incluyendo microRNAs tales como miR156 y miR399 (Betti et al.,
2021). Esto fortalece la posibilidad de que la via para la entrega de los RNAi exdgenos hacia
el hongo ocurra a través de la planta mediante la produccion de RNAi secundarios por parte

de ésta.
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Figura 8. Fundamento de la estrategia SIGS. El intercambio de dsRNAs entre reinos establece
las bases de la aplicacion SIGS para conferir a las plantas proteccion contra patdogenos.
Modificado de Cai et al. (2021).

Empleando la tecnologia SIGS, Koch et al., (2016) demostrd su efectividad para controlar
poblaciones de Fusarium graminearum en plantas de cebada. En dicho trabajo se emple6
dsRNA para silenciar el gen P450 lanosterol C-14a-desmetilasa, el mismo gen que en afios
previos se habia probado mediante HIGS (Koch et al., 2013). Wang et al., (2016), también
mediante esta tecnologia, demostro la eficiencia del método al controlar hongos patégenos
como Botrytis y Verticillium spp., al silenciar los genes DCL1 y DCL2 encargados de la
sintesis de SRNA de los hongos, en plantas como Arabidopsis y tomate, asi como de otros

frutos, verduras y flores (Figura 9).
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Figura 9. Efectividad de la estrategia SIGS en la proteccion de frutos, flores y vegetales. Se
muestran los efectos de la inoculacion de Botrytis cinerea sobre frutos, vegetales, y flores sin
tratamiento previo (panel superior), y con tratamiento previo de sSRNAs dirigidos al
silenciamiento de DCL1/2 del hongo (Wang et al., 2016).

SIGS ha mostrado ser una tecnologia prometedora debido a que en el ambiente se encuentran
de manera natural los RNA en interaccion con los organismos. Ademas en comparacion con
los fungicidas quimicos no genera residuos toxicos en el ambiente, ya que el RNA se degrada
en cuestion de semanas posteriores a la aplicacion. No obstante, los patosistemas en los que

se ha probado esta tecnologia son limitados (Tabla 3).

Los avances en el estudio de la aplicacion de los RNAi mediante la estrategia SIGS apuntan
a una metodologia rentable y muy prometedora, ya que en los ultimos afios se ha estimado
un costo de produccion de 0.5 a 1 ddlar por cada gramo de RNAI, lo cual hace de esta
tecnologia una tecnologia muy competitiva en el mercado (Zotti et al, 2018; Mezzetti et al,
2020). Ademas, los dsSRNA son moléculas que se degradan facilmente en la naturaleza y en
los sistemas bioldgicos por lo que representa un tipo bastante novedoso de proteccion

bioldgica contra enfermedades causadas por hongos fitopatogenos (Mezzetti et al, 2020).

Lo anterior plantea la posibilidad de crear biofungicidas de nueva generacioén ecologicos a

partir de estos mecanismos altamente especificos para controlar miltiples enfermedades (Cai
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et al., 2018), para lo cual es necesario realizar investigacion para extender las posibilidades

de aplicacion de SIGS hacia una gama diversa de hongos fitopatogenos que cubra las

necesidades de proteccion de cultivos de alta importancia agrondémica para nuestro pais.

Tabla 3. Hongos fitopatégenos y algunos ejemplos de genes objetivo en los que se ha probado
la efectividad de SIGS.

Hongo fitopatogeno

Genes objetivo

Referencia

Fusarium sp y Mycosphaerella sp

AC y subunidad a-§ DNApol

Mumbanza et al., 2013

Fusarium graminearum CYP51 Koch et al., 2016; Koch et
al., 2019.
Botrytis cinerea 'y Verticillium sp DCL1 y DCL2 Wang et al., 2016

Fusarium culmorum

FcCYP51A-1By 1C

Koch et al., 2018

Fusarium asiaticum y Fusarium tricinctum

Myosina 5

Song et al., 2018

Sclerotinia sclerotorium

Tioredoxina reductasa

McLoughlin ef al., 2018

Plasmopara viticola

DCL1 y DCL2

Haile et al., 2021

Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea y

VPS51, DCTN y SAC

Qiao et al., 2021

Aspergillus niger
Verticillium dahliae DCL1 y DCL2 Qiao et al., 2021
Fusarium graminearum DCL1 y DCL2 Werner et al., 2020

Phytophthora infestans

GPB1, Hmpl, Cut3, Endo3

Kalyandurg et al., 2021

Botrytis cinerea

Sit2-Type MAP

Kinase

Spada et al., 2021

AC: Adenilasa ciclasa;

DNApol: DNA polimerasa; CYP51 (A, B, C): Cytochrome P450 lanosterol C-14a-

demethylase; DCL1-2: Dicer-like 1 y2; VPS51: Vacuolar protein sorting; DCTN: Dinactina; SAC: Supresor
de Actina; GPB1: Subunidad Beta de la proteina G; Hmpl: Proteina de membrana especifica de haustorio;

Cut3: Cutinasa; Endo3: Endo-1,3(4)- B- glucanasa; Slt2: Map Kinasa tipo SIt2.
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1.10 Importancia y funcién de los genes DCL

Los trabajos previos de investigacion de la estrategia SIGS (Tabla 3) han explorado su
aplicacion en el silenciamiento de una variedad de genes relacionados con la sintesis de
componentes y la integridad de la pared celular de los hongos (CYP51, Slt2-Type MAP
Kinase), la formacion de vesiculas (VPS51+DCTNI+SACI), y otros genes importantes para
el desarrollo (GPB1, Hmpl, Cut3, Endo3). Ademas de estos genes, una gran parte de los
trabajos se ha enfocado en el silenciamiento de genes que codifican proteinas Dicer-like o

DCL.

Las proteinas DCL, junto a las proteinas ARGONAUTA, forman parte de la ruta de la
interferencia mediada por RNA (RNAI) en la que participan procesando RNAs precursores
para generar RNAs pequefios de doble cadena o dsSRNAs (Figura 5). EIl RNAi es un proceso
conservado en células eucariotas, por lo que también lo son los genes DCL. Las proteinas
DCL codificadas poseen secuencias caracteristicas que incluyen un domino helicasa, un
dominio de dimerizacion y dos dominios con actividad RNasa III, entre otros. La estructura

de DCLs tipicos de varios organismos se muestra en la Figura 10.

Figura 10. Conservacion estructural y funcional de proteinas DCL en diversos organismos. En
color rojo se destacan los dominios con actividad de helicasa, en azul los dominios de
dimerizacion de DICER, y en amarillo los dos dominios de ribonucleasa tipo 3 caracteristicos de
las proteinas DCL.
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Los DCLs tienen la funcion de generar RNAs pequefios de doble cadena, o dsRNAs, los
cuales participan en la regulacion de una variedad de procesos en los organismos, tales como
el desarrollo, la esporulacion, la respuesta al estrés y la virulencia en patdgenos. En este
ultimo punto, se ha demostrado que la generacion de dsRNAs y su transporte hacia la célula
vegetal es parte de la estrategia de los hongos fitopatogenos para suprimir la expresion de
genes de defensa en la planta dentro del esquema del flujo bidireccional de dSRNAs entre
plantas y patdgenos (Figura 6). De esta manera, la supresion de la actividad de los DCLs en
los hongos bloquearia la produccién de dsSRNAs necesarios para regular el desarrollo y la
virulencia, por lo que constituye un objetivo potencial para la proteccion vegetal mediante la

estrategia SIGS.
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2. JUSTIFICACION

En los proéximos anos la poblacion mexicana se incrementard de 120 millones a 140 millones
de personas para el 2050, generando una demanda de alimentos que se estima sera del 50%
mas a la producida en la actualidad, lo cual generara una presion sin precedentes para la
agricultura en la produccién de alimentos para abastecer la demanda. Aunado a esto, el
cambio climatico ha provocado que recientemente hayan surgido enfermedades causadas por
hongos fitopatdgenos muy agresivos, y resistentes a fungicidas quimicos, lo cual pone en

riesgo que se alcance la produccion de alimentos necesaria.

Con el objetivo de generar alternativas que permitan controlar las enfermedades causadas por
hongos fitopatdgenos, se han desarrollado nuevas tecnologias para la produccion de
biofungicidas. Una de estas tecnologias es SIGS, la cual esta basada en el proceso natural de
transferencia de RNAs pequefios entre planta y patdégeno. Esta nueva herramienta
biotecnoldgica podria ser de utilidad para la proteccion de cultivos importantes a través del
control de la virulencia de los hongos mediante el silenciamiento de genes vitales para el

hongo.

En el estado de Oaxaca se dedican grandes extensiones de tierra al cultivo de plantas
tropicales de importancia econdomica, como la pifia, la naranja y el cacao, entre otros, que
sufren pérdidas debidas al ataque de enfermedades causadas por hongos. Por lo tanto, se
requiere realizar investigacion que conduzca a la identificacion de hongos patogenos en estos
cultivos para llevar a cabo el disefio, formulacion y evaluacion de biofungicidas a base de
RNAI dirigidos a los genes DCL de los patdégenos. Los resultados seran ttiles para evaluar
las aplicaciones de la tecnologia SIGS a futuro con el objetivo de controlar el desarrollo y la
virulencia de hongos fitopatogenos, y con miras a garantizar la produccion y/o alargar la

vida de anaquel de los productos tropicales.
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3. HIPOTESIS

La estrategia de silenciamiento génico inducido por aspersion mediante el uso de RNAi
dirigida contra genes DCL de hongos fitopatdgenos, sera efectiva para reducir el porcentaje

de germinacion de esporas de los hongos de manera in vitro.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Formular, evaluar y explorar el potencial de un biofungicida a base de RNAi exdgenos para
la proteccion de cultivos tropicales contra hongos fitopatdgenos, mediante la estrategia de

silenciamiento génico inducido por aspersion.

4.2 Objetivos Especificos

1) Aislar e identificar hongos fitopatdgenos a partir de 6rganos infectados de Ananas
comosus y Theobroma cacao, y a partir de frutos de Citrus sinensis en etapa
poscosecha.

2) Identificar la secuencia de genes DCL en los hongos identificados y sus plantas
huésped respectivas.

3) Disenar y producir construcciones utiles para la sintesis de RNAi para el
silenciamiento de genes DCL en los hongos fitopatdgenos.

4) Establecer bioensayos /n vitro para determinar la actividad fungicida del RNAi, en
funcién de la dosis, para al menos uno de los patdgenos.

5) Validar el silenciamiento de los genes DCL mediante qPCR.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material Bioldgico

El material bioldgico utilizado consistio en una cepa pura de Penicillium digitatum
previamente aislada e identificada morfologica y molecularmente en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad del Papaloapan, campus Tuxtepec (Santiago-Tapia,
2019). Para el caso de patdégenos de Ananas comosus (pifia) y de Theobroma cacao (cacao),
se realizaron aislamientos a partir de plantas y frutos con signos de infeccion,

respectivamente.

Las muestras de cacao se colectaron en el municipio de Valle Nacional, Tuxtepec Oaxaca,
especificamente en las coordenadas N 17°47.129° y W 96° 16.57” a una altura de 50.5 msnm.
Para el caso de los tejidos de pifia, éstos fueron colectados en la localidad de Loma Bonita,
Oaxaca, en el rancho “tres hermanos” ubicado en las coordenadas N 17° 59.648° y W
95°51.178’ a 77.11 msnm. El material vegetal fue transportado en bolsas y en un contenedor
de plastico a los laboratorios de Biologia Molecular y Biotecnologia Vegetal de la

Universidad de Papaloapan.

5.2 Aislamiento de hongos fitopatogenos

Una vez en el laboratorio, con ayuda de una hoja de bisturi estéril se cortaron pequefios
pedazos de tejido de cacao, de aproximadamente 5mm?, los cuales se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 3% durante 3 a 4 minutos respectivamente con cuatro enjuagues con
agua destilada estéril y posteriormente se sembraron en medio PDA (Anexo I) (Espinosa-
Rodriguez et al., 2015). Para algunos hongos con evidencia de micelio, se tomo una porcion
de éste con una asa bacteriologica mediante la técnica punta de hifa y se deposit6 en una caja

de Petri con PDA mediante puncion.
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El tejido colectado de pifia que contenia exceso de tierra se lavd con agua corriente y
posteriormente, con ayuda de una hoja de bisturi estéril, se cortd en trozos de
aproximadamente 5 mm?, los cuales se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3% durante
3 a 4 minutos. Enseguida se enjuagd con agua destilada estéril para retirar el exceso de cloro
y posteriormente se sembraron en medio PDA 5 pedazos de tejido por caja. Al igual que el
cacao, los hongos con micelio evidente en el tejido se tomaron con un asa bacteriologica
mediante la técnica punta de hifa y se sembré directamente en las cajas con PDA. A cada

tejido seleccionado se asignd una clave identificacion.

De los hongos crecidos en los medios de cultivo se realizaron resiembras para aislar las cepas
que presentaron caracteristicas morfologicas y de crecimientos similares a los hongos de
interés (Phytopthora sp., y Moniliophthora sp.). Las cajas se incubaron a 25°C por 10 dias o
hasta observar el crecimiento miceliar. Se realizaron resiembras hasta aislar los hongos

referidos en medio PDA y PDA-V8 (Anexo II).

5.3 Identificacion morfologica de hongos

Los hongos aislados fueron inspeccionados para identificar la morfologia colonial
caracteristica de Phytophthora spp., y Moniliophthora spp., asi como el de los demés hongos
aislados en placas de agar. Se describi¢ el color de las colonias, su tamafio, habito de
crecimiento y bordes. Adicionalmente, se realiz6 la inspeccion microscopica de los hongos
en un microscopio de contraste de fase (Leica Mycrosistems DM3000) para confirmar la
morfologia del micelio y estructuras reproductivas tipicas (Anexo III). Posteriormente estas
caracteristicas fueron utilizadas y con ayuda de claves de identificacion taxondmicas se

determind la familia y género de los hongos de interés.

5.4 Identificacion molecular de hongos

El aislamiento de los hongos de interés fue confirmado mediante la amplificacion,

secuenciacion y andlisis de la region espaciadora transcrita (ITS). Para esto se extrajo DNA
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gendmico de cada uno de los patogenos aislados y se realizaron reacciones de PCR, como

se describe a continuacion.

5.4.1 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realizo a partir de hongos crecidos y aislados en medio s6lido PDA.
Para la extraccion se tomod micelio y esporas de la superficie de la placa de agar con ayuda
de una espatula y se deposité en un mortero y enseguida se le adicion6 nitrogeno liquido y
se triturd con un pistilo de polipropileno hasta pulverizar el tejido, el cual fue depositado en

tubos de 1.5 mL y congelados a -80 °C hasta su posterior uso.

Para la extraccion de DNA genomico se empled el método de fenol: cloroformo, como se
describe a continuaciéon: Las esporas y micelio colectados y triturados fueron tratados con
600 uL de buffer de lisis (50 mM de TRIS HCI pH 7.5; 50 mM de EDTA pH 8.0; 3% de
SDS; 1% de Mercaptoetanol) (Anexo I). Los tubos se agitaron en un vortex, y se incubaron
en un bafio Maria a 80°C durante 10 min. Cuando los tubos se enfriaron hasta llegar a una
temperatura de 50°C, se agregaron 700 uL de la mezcla Fenol-Cloroformo-Isoamilalcohol
(25:24:1). Enseguida se mezclaron suavemente hasta obtener una emulsion y se llevaron a
centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfiri6 a otro tubo y se
adicionaron dos volimenes de etanol puro y 1/10 volumen de solucion 3M de acetato de
sodio para precipitar durante 2 horas a -20°C. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a
10,000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se descart6é dejando los pellets en el fondo del
tubo, mismos que se lavaron con 500 pL de etanol al 80%. El precipitado se dejo secar a
temperatura ambiente y posteriormente se resuspendié en 40 pL de agua desionizada estéril.
Enseguida se adiciond 1 pL de RNasa A (0.5 pg/mL) y se incubaron a 37°C por 30 min para
eliminar el RNA contaminante. Finalmente, para desactivar la RNasa A se incubaron las

muestras a 65°C por 10 min, para después almacenar a -20°C para su andlisis posterior.
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5.4.2 Amplificacion y analisis del ITS

Para la identificacion de los hongos, el DNA gendmico extraido se empled en reacciones de
PCR para amplificar la region ITS que abarca parte del 18S, la region ITS1-5.8S-ITS2
completa y parte del 28S (Figura 11), empleando los oligonucledtidos universales ITS1 e

ITS4 (Tabla 4).

Figura 11. Region seleccionada para la amplificacion de la region ITS. El amplicon comprende
desde el sitio del primer ITS1 hasta el ITS4 (Modificada de Raja et al., 2017).

Tabla 4. Secuencia de los oligonucleétidos I'TS1 e ITS4.

Oligonucleétido Secuencia Tm (°C)
ITS1 directo TCCGTAGGTGAACCTGCGG 57
ITS4R reverso TCCTCCGCTTATTGATATGC 53

Las reacciones de amplificacion por PCR se prepararon en microtubos de 0.2 mL, empleando
como molde los DNA gendmicos extraidos, de acuerdo a la Tabla 5. Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador Veriti™ 96 Well (Applied Biosystems), las condiciones

de amplificacion se indican en la Tabla 6.
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Tabla 5. Componentes de la mezcla de reaccion para la PCR.

Componente Volumen (nL)
H,O 133
5X Phusion HF buffer 4
dNTPs 10 mM 0.5
Primer F: ITS 1 (10 uM) 0.5
Primer R: ITS 4 (10 uM) 0.5
Phusion HF 0.2
DNA 1
Total 20

Tabla 6. Condiciones de ciclado para la amplificacion de ITS.

Paso Temperatura °C  Tiempo  Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 98 5 min 1
Desnaturalizacion 98 10s
Alineamiento 53 20's 30
Extension 72 30s
Elongacion final 72 5 min 1

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Anexo I)
a 110 V, revelado con bromuro de etidio en un fotodocumentador (Ingenius, LHR Syngene)
con el programa GeneSnap. Posterior a la visualizacion, los productos de PCR obtenidos se
purificaron con el kit MinElute PCR Purification (28004, QIAGEN) de acuerdo a las

especificaciones del fabricante.

La concentracion de los productos purificados se midié en un equipo Nanodrop 2000
(Thermo Scientific). Los amplicones purificados se enviaron a secuenciar a la unidad de

secuenciacion de LANGEBIO en el CINVESTAV-Irapuato, mediante secuenciacion capilar.
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5.4.3 Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas se les verificod la calidad mediante el uso del programa BioEdit
(BioEdit Sequence. Alignment Editor 7.0 (Hall, 1999) y para posteriormente realizar
alineamientos por BLAST contra la base de datos de secuencias del National Center for
Biological Information (NCBI). Después del andlisis de la calidad de los productos de
secuenciacion y obtencion de secuencias consenso se realizé la identificacion filogenética en
diversas bases de datos biologicas (Barcode of Life Database, BOLDSYSTEMS, CBS-
KNAW, Fungal Barcoding, Fungal MLST database Q-Bank, UNITE, Naive Bayesian
Classifier, Mycobank), seleccionando los mas altos puntajes respecto a identidad, nimero de
expectativa y cobertura (Raja et al., 2017). Posteriormente se realizd el alineamiento
multiple de secuencias de mas alto puntaje en el programa MEGA 6, incluyendo las
secuencias obtenidas en este trabajo para cada hongo, para finalmente obtener el arbol
filogenético. Los arboles se construyeron con el método Neighbor-Joining usando el arreglo

de Juke-Scantor con un valor bootstrap de 1000.

5.5 Identificacion de DCLs en los patosistemas de interés

Para la identificacion de los genes DCLs en los hongos y plantas objeto de este estudio, se
realiz6 una busqueda en bases de datos para obtener la secuencia de DCLs previamente
reportados de los hongos y plantas de interés. Para esto se utilizaron las bases de datos del

NCBI, Uniprot, Phytozome, FunRNA, Ensemblplant y EnsemblFungi.

En los casos en que no se encontraron las secuencias de DCLs reportadas y anotadas como
tales, se buscaron directamente DCLs sobre los ensambles gendmicos disponibles para cada
hongo y/o planta de interés, empleando para esto DCLs de especies relacionadas
filogenéticamente, con la finalidad de encontrar las secuencias con mayor homologia. Las
secuencias homologas se etiquetaron como DCLs presuntivos y se ingresaron en pFam,

InterPro y SMART para el analisis de dominios de los DCLs.
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5.6 Disefio de RNAi
5.6.1 Alineamiento de DCLs planta-patogeno y disefio de oligonucledtidos

Una vez obtenidas las secuencias de DCLs de hongos y plantas de interés, se realizaron
alineamientos entre DCLs de cada hongo patégeno y DCLs de la planta para identificar
regiones de baja homologia usando las plataformas para alineamientos de la European
Bioinformatics Institute como T- coffe y Muscle. A partir de estos andlisis, se seleccionaron
regiones de baja homologia en ambos organismos aplicando el criterio de que no existiera
coincidencia en 8 aminodcidos seguidos, para que las regiones seleccionadas no coincidieran
en un maximo de 20 bases seguidas para el alineamiento a nivel de nucleotidos. Una vez
ubicada la region con las caracteristicas descritas se seleccionaron regiones de
aproximadamente 250 pb para el caso de la existencia de dos DCLs, o de 500 pb para el caso

de la existencia de un DCLs tnico.

5.6.2 Amplificacion de DCLs

Para la amplificacion de las regiones seleccionadas se disefiaron los oligonucleo6tidos
especificos que se muestran en la Tabla 7. Las reacciones se prepararon de acuerdo a lo
sefialado en la Tabla 5, sustituyendo a los oligonucledtidos ITS por los oligonucleodtidos
directo y reverso correspondientes a cada DCL y aplicando la temperatura promedio indicada
por la Tm de cada par de oligonucleotidos. Las reacciones se llevaron a cabo de acuerdo al
programa de ciclado de la Tabla 6, y los productos se verificaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Todos los oligonucledtidos empleados en este trabajo se disefiaron utilizando
los softwares en linea Snapgene, Primer 3 asi como Pimer 3 plus. Los parametros se

corroboraron en la plataforma de OligoAnalizer.

Los productos verificados por electroforesis se purificaron por columna utilizando el kit
(DNA Clean & Concentrator of Zymo Research), y se midié su concentraciéon en un

espectrofotometro (Nanodrop, ThermoScientific).
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Tabla 7. Oligonucleo6tidos especificos para la amplificacion de DCLs fiingicos.

Oligonucleétidos Secuencias Tm °C
Pni DCL1 F TCAAAGCAACCACCAACGCT 61.0
Pni DCL1 R TTCGTCATTGTTGCGCTGC 60.0
Fox DCLI1 F CGCCTCGAGAATACCAGATT 63.5
Fox DCL1 R CATCCCAGTATTCTTTGGTCTT 61.2
Fox DCL2 F TGGACGCTATCTGCGTTACTC 64.5
Fox DCL2 R AGTTCGGCAAGGATTTCTCT 62.2
Lth DCL1 F CCCAGAATATTCGGAATGACA 63.9
Lth DCL1 R CCTGGAGAGCATAAAACCAGA 63.4
Lth DCL2 F GGCCTGAGCTTGTGCAGT 64.9
Lth DCL2 R CGGATGTAGAACTCTGTTGGAG 63.0

5.6.3 Fusion de DCLs y adicion de la secuencia del promotor T7

A los hongos que se le encontraron dos DCLs, se realizaron reacciones de fusion con los
productos individuales de DCL obtenidos, adicionando secuencias complementarias en uno
de sus extremos mediante PCR sobrelapada (overlapping). Para esto, se emplearon los
oligonucleétidos que se muestran en la Tabla 8 y que se identifican con la abreviatura
“Compl”. Por ejemplo, para obtener el producto con secuencia complementaria de DCL1 de
Fusarium oxysporum, se amplificé con el par Fox DCLI1 F (Tabla 7) y Fox Rev 1 Compl
(Tabla 8). En una reaccion separada se amplifico con el par Fox DCL2 R y Fox Forw2 Compl.

Los productos obtenidos se purificaron por columna, se cuantificaron por espectrofotometria
y se mezclaron en concentraciones equimolares en un volumen total de 10 pL en un tubo de
0.2 mL. La mezcla se incub6 a 95°C por 10 minutos y después se dejo enfriar a temperatura
ambiente por 1 h para promover la hibridacion de los extremos complementarios entre DCL1
y DCL2. A esta reaccion se adicionaron 10 pL de la mezcla de reaccion que contiene DNA

polimerasa DreamTaq Green (ThermoScientific) para dar un volumen total de 20 pL, y se
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incub6 a 68 °C por 10 minutos para que la polimerasa sintetizara la segunda cadena en los

espacios generados por la unién de los DCLs.

Enseguida se llevo a cabo una PCR con el producto de la hibridacion mediante una reaccion
de PCR empleando los oligonucleotidos Fox DCL1 F y Fox DCL2 R para amplificar el

producto fusionado desde sus extremos.

Adicionalmente, para incorporar la secuencia del promotor T7 en los extremos de la fusion,
se efectu6 una PCR empleando los oligonucleotidos identificados con la abreviatura T7
(Tabla 8), empleando el programa de PCR indicado (Tabla 9). Para los hongos en los que
solo se logro identificar un DCL, se realiz6 directamente la PCR para incorporar la secuencia

del promotor T7.

De esta manera se logrd obtener en una sola construccion los fragmentos DCL identificados
en cada hongo y las secuencias del promotor T7 en los extremos, que es una condicion
necesaria para la sintesis de RNA in vitro. El procedimiento global de la PCR sobrelapante

y la clonacion de la construccion se esquematiza en la Figura. 12.

Tabla 8. Oligonucleo6tidos para la fusion de DCLs fiingicos y la adicion de T7.

Oligonucledtidos Secuencias Tm °C

Fox Rev 1 Compl GAGTAACGCAGATAGCGTCCACATCCCAGT | 80.1
ATTCTTTGGTCTT

Fox Forw 2 Compl | AAGACCAAAGAATACTGGGATGTGGACGCT | 80.1
ATCTGCGTTACTC

Lth Rev 1 Compl ACTGCACAAGCTCAGGCCCCTGGAGAGCAT | 84.3
AAAACCAGA

Lth Forw 2 Compl | TCTGGTTTTATGCTCTCCAGGGGCCTGAGCT | 84.3
TGTGCAGT

Lth DCL1 F-T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAGAA | 77.3
TATTCGGAATGACA

Lth DCL2 R-T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGACGGATGT | 76.8
AGAACTCTGTTGGAG

Pni DCL1 F-T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGATCAAAGC | 79.1
AACCACCAACGCT

Pni DCL1 R-T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGATTCGTCA | 79.8
TTGTTGCGCTGC

Fox DCL1 F-T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGACGCCTCG | 77.1
AGAATACCAGATT

Fox DCL2 R-T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGAAGTTCGG | 76.6
CAAGGATTTCTCT
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Tabla 9. Condiciones de ciclado para la amplificacion de DCL + T7

Paso Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95 5 min 1
Inicial

Desnaturalizacion 95 30s

Alineamiento 60 30s 30
Extension 72 40 s

Elongacion final 72 5 min 1

Figura 12. Procedimiento para la obtencion de las fusiones de DCLs en los hongos, su
preparacion para la sintesis de RNA in vitro con la adicién de la secuencia del promotor T7 y su
clonacion en el vector P GEM-T Easy.
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5.7 Clonacion de las construcciones DCL

5.7.1 Ligacion de las construcciones en el vector pPGEM-T easy y transformacion de
células de E. coli.

Para la produccion de RNAI, las regiones de interés seleccionadas, amplificadas y unidas al
promotor T7 de cada uno de los hongos de interés, fueron usadas en una reaccion de ligacion
usando el vector pPGEM-T Easy, que posteriormente fue clonada en células competentes de
E. coli con el fin de reproducir el plasmido y el fragmento de interés. El proceso de ligacion
se llevo a cabo para cada uno de los de los genes DCLs seleccionados. Para esto, en un tubo

de 0.2 mL se adicionaron los componentes de la Tabla 10:

Tabla 10. Componentes de la mezcla de ligacion en el vector pPGEM-T Easy

Componente Volumen (nL)
H>O 1

2x Rapid Ligation Buffer 2.5
Vector pPGEM-T Easy (50ng) 0.5
Producto de PCR (DCL + T7) (0.5-1.5)
T4 DNA Ligase 3 U/uL 0.5
Total 5

El tubo con la mezcla se dejo incubar a temperatura ambiente por una hora. Después de la
incubacion se realiz6 la transformacion de células competentes de E. coli siguiendo el manual
One Shot Top 10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen). Para esto se tom6 del ultra
congelador (-80 °C) un vial con células competentes de E. coli y se colocé en hielo donde se

permitié descongelar dentro de una campana de flujo laminar VECO.

Una vez descongeladas las células de E. coli se le adicion6 2.5 puL del producto de ligacion
en las paredes de vial cerca de la superficie de la solucion de células y con golpes suaves se
homogenizé la mezcla. El vial se dejo incubar en hielo durante 30 minutos. Pasados los
primeros 15 minutos se volvidé a mezclar la alicuota con golpes suaves en el tubo. Después

de los 30 minutos se realizé un choque térmico en un termoblock a una temperatura de 42 °C

45



por 30 s. Transcurridos los 30 s el vial se regreso al hielo y se transporté nuevamente a la
campana de flujo laminar donde se le adicion6 250 pL. de medio LB o medio SOC y se incub6
a 37 °C por una hora con agitacion a 250 rpm en una incubadora con agitador magnético

(New Brunswick Scientific).

Al término de la incubacion se plaquearon 50, 100 y 150 pL del producto en cajas de Petri
con medio sélido LB que contenian IPTG, X-Gal y ampicilina a una concentracion de 100
pg/mL. Después del plaqueo las cajas se incubaron toda la noche a 37 °C, y al siguiente dia
se incubaron a 4 °C en un refrigerador por dos horas con el objetivo de diferenciar claramente

las células transformadas de color blanco y células azules no transformadas.

Las colonias blancas (células con el inserto) se seleccionaron y se picaron con la punta de un
palillo estéril para sembrarse en una caja con medio LB s6lido previamente etiquetada para
la ubicacion de cada cepa seleccionada. El mismo palillo que fue usado para la inoculacion
y se introdujo en tubos con 5 mL de medio LB adicionado con ampicilina. La caja se incub6

a 37°C por 24 h. Los tubos se incubaron a 37 °C con agitacion a 195 rmp durante una noche.

5.7.2 Extraccién y purificacion de plasmido

Después de obtener las células transformadas en el paso anterior, éstas fueron colocadas en
tubos de 1.5 mL y centrifugadas a 12 000 rmp por 2 minutos para retirar el medio LB.
Posteriormente se procedid a la extraccion de DNA plasmidico a partir de las pastillas
conseguidas en la centrifugacion anterior por lisis alcalina (Anexo VI). Una vez obtenido el
DNA plasmidico, éste fue empleado como molde en una reaccion de PCR usando los
oligonucledtidos especificos para verificar que el inserto se habia clonado con éxito en el
vector. Después de corroborar el éxito de la clonacion y presencia de la region de interés se
procedid a purificar los plasmidos, los cuales se enviaron a secuenciar para confirmar la

presencia e identidad del inserto de interés.

Una vez confirmada la clonacion de la region de interés en el plasmido, se realizd una
digestion con la enzima EcoRI para obtener el fragmento de interés clonado, que

posteriormente fue usado en una reacciéon de PCR con los oligonucledtidos T7 para de ésta
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manera incrementar su concentracion. Los productos de PCR se purificaron y se usaron para

la sintesis de RNAI in vitro.

5.8 Sintesis de RNA1

Para la sintesis de RNAI se realizaron reacciones de transcripcion in vitro usando el kit
MEGAScript RNAi (Invitrogen) y usando como molde los productos purificados con los
promotores T7, o en su defecto directamente de plasmido. Brevemente, se prepararon

reacciones en tubos de 0.2 mL adicionando los componentes que se indican en la Tabla 11.

Las reacciones se incubaron a 37°C por 4h para posteriormente realizar una digestion con
DNasa y RNasa para eliminar DNA y RNAs de cadena sencilla, respectivamente. Las
reacciones se prepararon como se indica en la Tabla 12 y se incubaron a 37°C durante 1 h.
Al término, los productos se purificaron y se analizé su concentracion mediante un equipo
Nanodrop. Los productos de esta reaccion se identificaron como RNAs largos de doble

cadena.

Tabla 11. Preparacion de las reacciones de sintesis de RNAi

Componente Volumen (nL)
H>O c.b.p. 20 uL
DNA con T7 en los extremos variable, hasta 2 ug
Buffer de reaccion 10X T7 2

ATP 2

CTP 2

GTP 2

UTP 2

Mezcla enzimatica T7 2

Total 20
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Tabla 12. Preparacion de reacciones de digestion de DNA y de RNA pequeiio de cadena

sencilla.
Componente Volumen (nL)
Producto de la reaccion previa 20
H,O 21
10X Buffer de digestion 5
DNasa | 2
RNasa 2
Total 50

Parte de estos productos (10 pg) se emplearon para la generacion de fragmentos cortos de
RNA de doble cadena (de 21-24 pb de longitud), empleando la enzima ShortCut RNAse III
(New England Biolabs). Las reacciones de digestion de RNAs de doble cadena se prepararon
de acuerdo a la Tabla 13 y se incubaron a 37°C por 20 minutos. Al término se adicionaron
10 pL de solucién de EDTA al 10X para detener la reaccion. El producto se purifico
agregando a la reaccion 110 pL de solucién de acetato de sodio 3M, 2 pL de glicégeno y 330
uL de etanol absoluto.

Después de mezclar por inversion, la reaccion se incub6 a -20°C por 2 horas para después
centrifugar por 20 min a 13,000 rpm en una centrifuga refrigerada (PicoFresco,
ThermoScientific). La pastilla obtenida se lavo dos veces con etanol al 70%, se dejo secar y

se eluyo en 30 pL de agua libre de RNasa.

El producto se cuantifico en un espectrofotometro (Nanodrop, ThermoScientific) y se analizo
en un gel de agarosa al 1% junto al producto sin digerir (RNAs de doble cadena largos)
obtenido previamente. Ambos productos, largos y cortos, se ajustaron a concentraciones de
100, 500, 250 y 125 ng/ul en agua libre de nucleasas, para su uso posterior en ensayos de

actividad fungicida.
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Tabla 13. Preparacion de reacciones de digestion con RNasa II1.

Componente Volumen (nL)
H,O c.b.p. 100
10X buffer de reaccion 10

RNA de doble cadena largo variable, 10 pug
ShortCut RNase 111 10

10X MgCl 10

Total

5.9 Bioensayos de germinacion de esporas in vitro.

5.9.1 Ensayos preliminares para el conteo de esporas

A partir de cajas sembradas con P. digitatum de 10 a 12 dias de incubacion se recolectaron

esporas con solucion de Tween al 0.1 %. Para determinar la concentracion de esporas por

mililitro se prepararon diluciones 1:10 y 1:100, y con ayuda de un hematocimetro y un

microscopio Optico se contabilizaron las esporas de la diluciones. Todas las diluciones con

esporas se agitaron con un vortex de 30 a 60 segundos previos inmediatos al conteo para

asegurar la homogenizacion de la suspension.

La concentracion de esporas se calculd de la siguiente forma:

e/mL= (# de esporas por conteo) x (Factor de dilucion) x (Factor de la cadmara)

Donde:
Factor de dilucion =1 x 10 2
Factor de la cdmara (hematocimetro) = 1 x 10*

Para los conteos se realizaron un minimo de 8 por muestra, utilizando 5 cuadriculas de la

camara del hematocimetro.
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Una vez obtenidas las concentraciones de esporas de la suspension madre, éstas se ajustaron
a5x10° e/mLy a5 x 10° e/mL, de las cuales se tomaron 100 y 10 puL y se plaquearon en
cajas de Petri contenidas con PDA para realizar el conteo de germinacion y estandarizar la
concentracion adecuada que permitiera un facil conteo de esporas germinadas, disminuyendo

de esta manera el sesgo muestral.

5.9.2 Bioensayos de inhibicion de la viabilidad de esporas

El efecto en la inhibicién de la germinacion de esporas de los hongos de interés se evalud
mediante el protocolo establecido por Mumbanza ef al. (2013). Para esto, se cultivaron cepas
de Penicillium digitatum en cajas de petri de 9 mm con medio PDA, las cuales se incubaron
a 25 °C en oscuridad durante 10 dias en un incubadora (Thermo Scientific). Transcurridos
los 10 dias se tomo6 una caja con micelio y esporas y se le adiciond de 6 a 8 mL de Tween 80
al 0.01 % y se agit6 suavemente. El liquido se decantd en un tubo falcon de 15 mL y se
etiquetd como suspension madre. A partir de ésta se realizaron diluciones 1/10, 1/100 y
1/1000, y con ayuda de un hematocimetro se cuantific6 la concentracion de esporas en cada

dilucion.

Una vez obtenida la concentracion de esporas, se prepararon suspensiones a una
concentracion de 5 x 103 esporas/mL. Un total de 10 puL de estas suspensiones fueron
colocadas en microtubos estériles de 1.5 mL, enseguida se agregaron 15 pL de la solucion
de RNA de doble cadena, cortos o largos, a concentracion de 1000, 500, 250 y 125 ng/pL, o
15 pL de agua estéril para el control sin RNA de doble cadena, para dar un volumen total de
25 pL. Los tubos se incubaron por 24h a temperatura ambiente y posteriormente se
plaquearon en placas con medio PDA suplementado con ampicilina y rifamplicina a 200 y
100 pg/mL de medio, respectivamente. Las placas se incubaron a 25°C por 24h para
inspeccionarlas, cuantificar el nimero de colonias en desarrollo y determinar el porcentaje
de germinacion e inhibicion de acuerdo a las concentraciones iniciales, utilizando la siguiente

formula:

Tratamiento (# de esporas germinadas)

% de inhibicion = 100 — x 100

Control(#nuemero de esporas germinadas)
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5.10 Analisis de expresion para validar el silenciamiento de DCLs

5.10.1 Bioensayos en medio liquido

Para el caso de las concentraciones de de RN Ai donde se observo una respuesta de inhibicion
debida al tratamiento con el biofungicida, se realizé la validacion del silenciamiento de DCLs
mediante PCR cuantitativa. Para los bioensayos se llevé a cabo la metodologia propuesta por
Islam et al, (2020) de la siguiente manera: En tres cajas de Petri de 9 mm de didmetro se
inocularon 3 gotas de 10 pl de suspension de esporas en una concentracion de 5 x 10°
esporas/mL. Las cajas se incubaron por 3 dias a 25 °C. Pasado el tiempo de incubacion, con
una punta de micropipeta de 1 mL a modo de sacabocado, se tomaron discos de 4 mm de
didmetro que contenian micelio del hongo. Cada disco se coloc6 individualmente en pozos
de una caja de 24 pozos que contenian 1 mL de caldo Papa-dextrosa adicionado con 1 pg de

RNAs de doble cadena cortos (sdsRNAs), o sin €stos para el caso del tratamiento control.

Una vez inoculados con los discos, las placas se incubaron a 25 °C por 3 dias. Transcurrido
el tiempo, el micelio se cosechd de cada pozo, se congeld inmediatamente en nitrogeno

liquido y se almacend a -80°C para la extraccion posterior de RNA total.

Se establecieron 3 repeticiones para el control y 3 para el tratamiento, cada experimento se

repitio 3 veces, dando un total de 9 pozos para el control y 9 para el tratamiento.

5.10.2 Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA

A partir de los materiales colectados, se realizo la extraccion de RNA total empleando el kit
Direct-zol RNA miniprep plus (Zymo Research), seguido por retrotranscripcion para generar
cDNA. Para la extraccion de RNA, el micelio cosechado en el punto anterior se trituré con
ayuda de nitrogeno liquido en un mortero. Posteriormente, el polvo se transfirié a un
microtubo de 1.5 mL, se agregd 800 uL de TRI Reagent y se mezcl6 en vortex. La mezcla
se centrifugd y el sobrenadante se transfirié a un microtubo nuevo. Se agreg6d un volumen
igual de etanol absoluto a la muestra y se transfirié a una columna Zymo-Spin IICR. La

columna se centrifugod por 30s y se desechd el eluato. Se agregd 400 puL. de Buffer de lavado
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de RNA ala columnay se centrifugo. Enseguida se agreg6 a la columna 80 pL de una mezcla
que contenia 75 pL de Buffer de digestion de DNA y 5 pL de DNasa I (6U/uL). La reaccion
en columna se incub6 a temperatura ambiente por 15 min, agregando al término 400 pL de
solucion prelavado de RNA y centrifugando. Este paso se repitid. Finalmente, se hizo un
lavado de la columna con 700 pL de Buffer de Lavado de RNA, y tras centrifugar, se
agregaron 50 pl de agua libre de nucleasas a la columna. La columna se centrifugd para
recuperar el RNA en el eluato. El RNA obtenido se cuantificd en nanodrop y se verifico la

integridad por electroforesis en un gel desnaturalizante.

Las reacciones de retrotranscripcion para generar el cDNA molde para las reacciones de
qPCR subsecuentes se prepararon con el kit Maxima FirstStrand Synthesis (Thermo

Scientific) de acuerdo a los componentes de la Tabla 14.

Tabla 14. Preparacion de reacciones de retrotranscripcion

Componente Volumen (nL)
H,O 6
Buffer de reaccion 5X 4
RNA (2ng) 8
Mezcla enzimatica 2
Total 20

Las reacciones se incubaron a 25°C por 10 min, después a 50°C por 30 min, y finalmente a

85°C por 5 min para inactivar la reaccion.

5.10.3 Andlisis de expresion por PCR cuantitativa

A partir de la secuencia especifica de los DCLs flngicos respectivos, se disefiaron
oligonucledtidos (Tabla 14) y se prepararon reacciones empleando SYBRGreen, mediante el
kit Maxima SYBRGren qPCR Master Mix (Thermofisher Scientific) usando los
componentes de la Tabla 15 y condiciones de ciclado para la qPCR de la Tabla 16, empleando
como molde el cDNA flngico sintetizado anteriormente. Preliminarmente, las reacciones de

PCR se llevaron a cabo empleando como molde diluciones seriales (1:10, 1:100, 1:1000 y
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1:10000) del cDNA obtenido del hongo sin tratamiento. Estas reacciones se realizaron para
corroborar la eficiencia de los oligonucleétidos disefiados en el rango de concentraciones
empleado. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador StepOne Real Time PCR
System (Thermofisher Scientific). Como control constitutivo de expresion, se emple6 el gen

de actina del hongo.

Tabla 14. Oligonucledtidos disenados para la qPCR.

Oligonucleoétidos Secuencias Tm °C
Pdi DCL1 F TCGGAGGAGATCAAACGAATCC 68.6
Pdi DCL1 R ATGCATTTGGTATCTGGCGAC 67.1
Pdi DCL2 F GATTGACTCCGATGCCACAC 66

Pdi DCL2 R CTGGGAGCCTGCAAATAGAG 64.2
Pdi ACTIN F CGCTGCACGATCAATGCTCCAG 74.3
Pdi ACTIN R CCTTCCAGCATCACCTCGGC 71.1

Tabla 15. Componentes de la mezcla de reaccion para la qPCR

Componente Volumen (nL)
SYBERGreen Master Mix (qQPCR) 10
Oligo directo (10 uM) 0.5
Oligo reverso (10 uM) 0.5
cDNA (1:5) 2
H,O 7
Total 20
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Tabla 16. Condiciones de ciclado para la amplificacion DCLs y Actina gPCR

Paso Temperatura °C  Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95 10 min 1
Inicial

Desnaturalizacion 95 15s
Alineamiento 65 30s 40
Extension 72 30s

Todos los datos de fluorescencia se obtuvieron durante la extension a 72 °C, después de la
finalizacion del programa de PCR se obtuvo la curva de disociacion (Melt curve) en cada
experimento, con la cual se determina la presencia de un producto tnico de amplificacion.
Los datos obtenidos, tanto de las pruebas preliminares con diluciones seriales como de los
ensayos con cDNAs experimentales, fueron analizados mediante el software StepOne

Software v. 2.3.

Con la qPCR se obtuvieron los valores del ciclado Ct que requirié cada muestra para alcanzar
el umbral de fluorescencia, asi mismo se obtuvieron valores de AACt y se compraron con los
valores de referencia del manual Comparative Ct Experiments Applied Biosystems StepOne
Real-Time PCR systems. Con los datos obtenidos se determiné el analisis de expresion
relativa de cada gen (ER) de acuerdo al andlisis comparativo de las Ct expresado en la

ecuacion de Livak y Schmittgen (2001).

ER = 2-(AACt)
Donde:

AACt= (Ct gen de interés - Ct gen de referencia) ramiento — (Ct gen de interés - Ct gen de referencia)

control
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5.11 Analisis estadistico

Para todos los bioensayos y la validacion del silenciamiento de transcritos DCL se realizaron
3 réplicas por tratamiento. Los datos se ajustaron a una t-student (p=0.05) para evaluar el
efecto del biofungicida a base de ARNi. Adicionalmente, los datos se analizaron mediante
un analisis de varianza de dos factores para determinar las diferencias significativas entre los
tratamientos y se establecid una comparacion de medias mediante la prueba de Tukey con
ayuda del software estadistico Minitab 18 (Minitab, LLC. 2020) y asi establecer la
concentracion adecuada de ARNi en el control de los hongos evaluados en este trabajo

(McLoughlin, 2018).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Busqueda de sitios para la colecta de materiales

Para dar inicio al trabajo de investigacion se establecid contacto con el grupo de productores
de cacao de Valle Nacional “Red Cacao del Norte SPR de RI.”, quienes en una primera
reunion compartieron las problematicas que aquejan a su cultivo, entre éstas las
enfermedades causadas por hongos. Al término de una reunion sostenida en noviembre de
2020, se accedid a una parcela propiedad del LB. Celedonio Santos Pérez, donde se
colectaron frutos de cacao con sintomas visibles de enfermedad fungica. Las imagenes del

sitio de colecta y los frutos muestreados se presentan en la Figura. 13.

Figura 13. Localizacion e imagenes del campo productor de cacao en el que se realizo la
deteccion y recoleccion de ejemplares de frutos con sintomas de infeccion fingica. La parcela se
localiza en elmunicipio de San Juan Bautista Valle Nacional, Oaxaca, con coordenadas N 17°
47.12° W 96° 16.57°, a 50.5 m sobre el nivel del mar.
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Por otra parte, para el caso de organizaciones productoras de pifia, se establecid contacto con
trabajadores de campos pifieros del Grupo Santa Monica, en Loma Bonita Oaxaca, quienes
a través de sus directivos permitieron el acceso al Rancho Tres Hermanos para la busqueda
y colecta de plantas de pina afectadas por enfermedades fungicas. En la Figura 14 se muestran
imagenes del pifiero donde se realiz6 el muestreo y del aspecto de las plantas dafiadas que se

encontraron en el campo y se seleccionaron para este trabajo.

Figura 14. Localizacion e imagenes del campo pifiero en el que se realizo la deteccion y
recoleccion de ejemplares con sintomas de infeccion fungica. El campo se encuentra en el
Rancho 3 Hermanos, perteneciente a la empresa Grupo Santa Monica en la localidad de Loma
Bonita, Oaxaca, con coordenadas N 17°59.64> W 95°51.178’, a 77.11 m sobre el nivel del mar.
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6.2 Resultados de la busqueda de plantas con signos de enfermedad fungica en los

campos seleccionados

En la parcela de cacao se localizaron plantas con frutos que presentaron diversos signos de
enfermedades causadas por hongos. Entre los sintomas principales se encontraron numerosos
frutos que manifestaron un color negro, como se muestra en las lesiones HC1 y HC3, e
incluso en frutos inmaduros, como en HC4 (Figura. 15). Algunas lesiones en forma de
manchas oscuras se observaron en frutos amarillos (HC2FM-L1 y L2, Figura. 15) y en frutos
verdes (HC2FV1-L1 y L2, Figura. 15). En algunos casos, como en HC2FV1-L1 las lesiones
incluian malformaciones del fruto en el sitio de la mancha. Los frutos con sintomas se
consideraron presuntivos de enfermedad causada por hongos, ya que de manera preliminar
se determind que la sintomatologia podria corresponder a infeccidbn con Moniliophthora

roreri y/o Phytophthora sp.

Figura 15. Lesiones seleccionadas para el aislamiento de los hongos fitopatdogenos en cacao.
HCI1: Hongo Cacao 1; HC2FM-L1: Hongo Cacao 2 Fruto Maduro-Lesion 1; HC2FM-L2: Hongo
Cacao 2 Fruto Maduro-Lesion 2; HC2FV-L1: Hongo Cacao 2 Fruto Verde-Lesion 1; HC2FV-L2:

Hongo Cacao 2 Fruto Verde-Lesion; 2HC3: Hongo Cacao 3; HC4: Hongo Cacao 4.
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Para el caso de la pifia, las plantas con sintomas de enfermedad fungica se distinguieron de
las plantas sanas a simple vista ya que ocupaban zonas de la parcela donde se presentaba
anegamiento. Las plantas dafadas mostraban hojas mas delgadas y decoloradas que se
desprendian facilmente del tallo (Figura 14). Al realizar cortes de los tallos y las raices, se
hicieron visibles lesiones de coloracion café, generalmente con ablandamiento severo de los
tejidos. En algunos casos se alcanzaba a distinguir el desarrollo de micelio de color blanco

(Figura 16).

Figura 16. Lesiones en plantas de pifia seleccionadas para siembra en medio s6lido. H: Hongo;
P: pifia. El nimero hace referencia al orden cronoldgico de siembra.

6.3 Aislamiento de hongos fitopatdogenos

Del total de las siembras realizadas a partir de las muestras de cacao y pifia colectados, se
logré obtener varios aislamientos. Para el caso de cacao, se obtuvieron 17 aislamientos
presuntivamente distintos tomando en cuenta héabitos de crecimiento, caracteristicas del
micelio y coloracion, asi como produccidn de estructuras reproductivas (Anexo II y III). De
igual forma se seleccionaron 13 aislamientos presuntivamente distintos a partir para el caso
de los tejidos de pifia. En la Tabla 14 se enlistan los aislamientos seleccionados para cada

cultivo.

59



Tabla 14. Aislamientos presuntivamente distintos, obtenidos a partir de tejidos de cacao y

piiia.

CACAO PINA
1 HC1 Micelio Arrocetado 4 S/D 1 HP1 Micelio Blanco
2 HC1 Micelio Rosa 2 HP1 Micelio Blanco 2
3 HC1 Micelio Blanco 1 3 HP1 Micelio Blanco 2 S/D (Verde)
4 HC2FM-L1 Tejido Externo MB C1 4 HPI1 Micelio Morado P. Hifa S/D
5 HC2FM-L1 Tejido Interno 5 HP2 S/D Micelio Blanco Algodonoso
6 HC2FM-L1 Tejido Externo MB 1 6  HP3 2 Micelio Arocetado
7 HC2FM-L1 Tejido Externo MB 2 7 HP61S/DP. Hifa
8 HC2FM-L1 Tejido Externo MB3 8 HP6 2 S/D P. Hifa Micelio Rosa
9 HC2FM-L1 Tejido Externo MB 1Crema 9  HP7 2 M. Blanco T/Sin lavar
10 HC2FM-L1 Tejido Externo M. Crema2 10 HP7 1 Micelio Blanco T/Sin lavar
11  HC2FM-L1 Tejido Externo MB 5 11 HP8 1 Tejido Lavado
12 HC2FM-L2 Tejido Externo 2 12 HP8 2 Tejido Lavado
13 HC2FM-L2 Tejido Externo 2 13 LP9 Micelio Blanco
14  HC2FM-L2 Tejido Externo 4
15 HC2FVI-L1
16 HC2FVI1-L2
17  HC3 Tejido Externo 2

6.4 Identificacion morfologica

Al inicio del trabajo se plante6 la posibilidad de aislar Moniliophthora roreri, agente causal
de la moniliasis en cacao, a partir de frutos con signos de enfermedad. Sin embargo, no se
observo algln aislamiento con las caracteristicas morfoldgicas reportadas para el patdogeno,
por lo que se sospechd que no se encontraba presente en las muestras. Para el caso de las
muestras de pifa, se esperaba la presencia de Phytophthora nicotianae. La cepa HP3 2
presentd caracteristicas morfologicas tipicas de este hongo, como es la presencia de un
micelio coraloide arocetado (Figura 17) con formacién de hifas hinchadas y globosas. Este
tipo de crecimiento se obtuvo también en el aislado HP1. Sin embargo, de este tltimo aislado

no se logro la resiembra debido a contaminacion con bacterias.

P. nicotianae posee una fase asexual con esporangios papilados, caducos y no caducos,
simples o simpodiales con un pedicelo corto y presencia de clamidosporas (Martin et al.,
2012). Asi mismo, muestra una fase sexual con micelio heterotalico y formacion de oogonios
como estructuras reproductivas y pedicelo corto. La cepa HP3 2 aislada en este estudio se

encuentra en una fase asexual, ya que se observaron esporangios papilados y clamidosporas
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(Figura. 18), pedicelos cortos, y micelio con hifas hinchadas y globosas. Estas caracteristicas
observadas coinciden con las claves taxondmicas propuestas por Erwin & Ribeiro (1996),

Martin et al., (2012) & Espinoza-Rodriguez (2015) para dicho patdgeno.

Figura 17. Caracteristica de crecimiento arrocetado y coraloide de la cepa HP3. A) Anverso, B)
reverso del cultivo.

Figura 18. Estructuras de la cepa HP3 aislada de cultivo de pifia. Se pueden observar las
caracteristicas tipicas de especies de Phytophtora, como micelio coraloide (A) y esporangios
papilados (B).
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Cabe mencionar que las cepas presuntivas de Phytophthora ssp. crecen en menos tiempo en
medio de cultivo PDA-V8 (Anexo I), ademas de que producen mas estructuras reproductivas,
por lo que se sugiere que para la produccion de esporas se use medio PDA-VS, y para las
pruebas de germinacion, PDA, ya que con este medio se logra observar la germinacién al

poner las cajas a contra luz.

6.5 Identificacion molecular
6.5.1 Extraccién de DNA gendmico y amplificacion de la region ITS

La observacion de los sintomas producidos por hongos en las plantas de pifia y los frutos de
cacao, asi como el analisis de la morfologia macro y microscopica de los cultivos aislados,
permitié predecir la identidad de los hongos patdogenos causales. Para avanzar en la
identificacion por métodos moleculares se seleccion6 al marcador ITS que amplifica una
parte de la region 18S y 28S del genoma de los hongos. Dicha region varia significativamente
en secuencia entre especies, lo que permite utilizarlo para identificar la mayoria de especies

de hongos (Tedersoo ef al., 2015; Rosenblad et al., 2016; Raja et al., 2019).

El DNA genomico (DNAg) de cada hongo aislado se extrajo y se analiz6 por electroforesis
en geles de agarosa. En la Figura. 19 se presentan los geles de las muestras de DNAg de
cacao y piiia, donde se puede observar una banda definida y de alto peso molecular en todas

las muestras, que es caracteristica de DNAg integro.

El DNAg extraido de cada muestra se emple6 como molde en reacciones de PCR para
amplificar la region ITS. En la Figura 20 se muestran los productos conseguidos para cacao
y pia, cuyo peso molecular varia entre 500 y 850 pb, aproximadamente. De las 17 muestras
de cacao, en 2 no se obtuvieron productos de PCR, y en 2 més de una banda como producto.
Las 2 muestras que no amplificaron un producto se descartaron, y de las 2 que mostraron mas
de una banda se elimin6 solo una (HC2FM1 MB1) (Figura 20A-B), quedando 14 para los
andlisis subsecuentes. En el caso de los 13 aislamientos obtenidos a partir de plantas de pifia,
2 muestras de DNAg no presentaron amplificacion de productos, y 2 se trataban de

repeticiones, quedando 9 hongos para la secuenciacion.
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Figura 19. DNA gendmico extraido de los cultivos puros de hongos aislados de frutos de cacao
(A y B), y de plantas de pifia (C). Gel de agarosa al 1% en TAE. MPM: Marcador de peso
molecular.
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Figura 20. Productos de amplificacion de la region ITS mediante PCR a partir de DNAg de
aislamientos de frutos de cacao (A y B) y de plantas de pifia (C). Gel de agarosa al 1% en TAE.
MPM: Marcador de peso molecular.
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Las causas de no haber obtenido productos de amplificacion a partir de algunas muestras de
DNAg pueden ser diversas. Por ejemplo, puede deberse a la presencia de inhibidores de la
reaccion de PCR en las extracciones de DNAg, o bien, al hecho de que los oligonucleotidos
ITS, si bien son universales, existen hongos para los cuales no funcionan de forma 6ptima en
la PCR. Tal es el caso del hongo Hemileia vastatrix, un patdégeno de la planta de café, para
el cual se requieren oligonucledtidos ITS especificos para la identificacion (James et al.,
2016). Por otra parte, la obtencion de dos bandas en la amplificacion podria indicar que el
cultivo no es puro y estd compuesto por dos hongos, o bien, que se podria tratar de productos
inespecificos de la amplificacion. Los cultivos aislados y el DNAg de los hongos que no
amplificaron la region ITS se conservaron a -80°C en el banco patogendmico para una

exploracion a futuro y por tal motivo dichos productos no se enviaron a secuenciar.

En total, se enviaron a secuenciar 14 aislamientos de cacao y 9 de pifia. Estos se enlistan en

la Tabla 15.

Tabla 15. Aislamientos de hongos seleccionados para identificacion con el marcador ITS.
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6.5.2 Resultados de secuenciacion, identificacion y andlisis filogenético

Una vez obtenidos los archivos de secuenciacion, se verifico la calidad y la limpieza de
secuencia del vector con el programa Bioedit 7.2 (Tom Hall, Ibis biosciences, Carlsbad). Se
pudo observar que la mayoria de los electroferogramas presentaron una limpieza aceptable
con muy poco o escaso ruido, con picos elevados y definidos para cada posicion de la
secuencia, lo que representa certeza en la identificacion del nucleotido correspondiente
(Méarquez-Valdelamar, 2013) y nos indica que la tanto la extracciéon del DNAg como el
proceso de amplificacion de la region ITS empleados fueron realizados exitosamente. Como
ejemplo, en la Figura. 21 se muestra el electroferograma de una region de la secuencia ITS

del aislamiento HC2FM-L2 Tejido Externo 2.

Figura 21. Ejemplo de la calidad general de la secuenciacion. Se observa la presencia de picos
unicos y bien definidos en cada posicion de la secuencia.

Una vez determinada la calidad de los electroferogramas, y eliminados los extremos 5" y 3”
correspondientes a secuencia residual del vector, se alinearon las dos secuencias (directa y
reversa) de cada fragmento. Esto es con la finalidad de verificar que se obtuvo el mismo

resultado al secuenciar el producto de PCR en las dos direcciones.

Después de verificar la correspondencia de la secuencia en las dos direcciones, se realizé un
andlisis BLASTn en el NCBI para la identificacion preliminar de cada hongo. Para esto se

atribuy¢ la identidad presuntiva del aislamiento a las secuencias depositadas en el NCBI que
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presentaran como minimo 98% de identidad y cobertura con las secuencias obtenidas en este
estudio, con lo cual se garantiza una divergencia menor al 3% entre las especies analizadas

(Raja et al, 2017).

Una vez obtenida la identidad probable de los aislamientos, se descargaron del NCBI las
secuencias ITS de hongos relacionados en términos de género y especie, y se analizaron junto
a la secuencia de los aislamientos en MEGA 7 para construir arboles filogenéticos. Todas las
secuencias obtenidas de los aislamientos en este trabajo se analizaron y se emplearon para

construir arboles filogenéticos. Los resultados se muestran en el Anexo III.

Con base en la identificaciéon morfologica y molecular, la prevalencia de las infecciones y su
importancia econdmica para el cultivo respectivo, se eligieron 3 aislamientos de cacao para
continuar el estudio. Estos aislamientos son HC1 Micelio Arocetado 4 S/D, HC2FM-L2
Tejido Externo 4, y HC2FM-L2 Tejido Externo 2 del cultivo de cacao. Los dos primeros
fueron identificados como Phytophthora tropicalis, y el tercero como Lasiodiploidia
theobromae, reportados como hongos patdgenos del cacao (Picos-Mufioz et al.2014; Chavez-

Ramirez et al. (2021) (Figuras 22 y 23).

Para el caso del cultivo de pifia se eligieron 2 aislamientos. Estos aislamientos son HP1
Micelio Morado P. Hifa S/D y HP3 2 Micelio Arocetado, la primera identificada como
Fusarium oxysporum y la segunda como Phytophthora nicotianae (Figuras 24 y 25), con una
separacion entre especies con un valor de bootstrap de 95 y de 99 para ambos hongos, siendo
estos dos de los més importantes patdgenos para el cultivo de pifia (Espinoza-Rodriguez et

al, 2015; Ibrahim et al., 2015).

Para la construccion filogenética se uséd el método de Neighbor-Joining, por ser un método
tradicional muy rapido y sensible para las inferencias de secuencias con divergencias muy
bajas. Este método suele tener sesgo, lo cual se corrige usando un modelo de arreglo como
el modelo de Jukes-Cantor (Holder & Lewis, 2003; Schmitt & Barker, 2009). Sin embargo,
no para todos los hongos identificados se obtuvieron arboles con una separacion entre
especies mayor al 98% (Anexo III) y esto es debido a que, a pesar de que el ITS es un
marcador molecular universal para la identificacion de hongos, es necesario complementar
la identificacion usando otros marcadores adicionales como: RPB1, RPB2, o tub2 / BenA,

para un mejor sustento en la identificacion de hongos a nivel de especie (Raja et al. 2017).
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Después de la identificacion molecular se descartd trabajar con el hongo Moniliopthora
roreri debido a que no fue posible aislarlo en el material vegetal colectado. Por lo tanto, el
estudio de cacao se llevo a cabo en los hongos Lasidioplodia theobromae y Phytophthora

tropicalis.

Figura 22. Arbol filogenético realizado con la regién ITS del hongo identificado como
Phytophthora tropicalis. El método de reconstruccion filogenética usado para la identificacion
fue la de Neighbor- Joining con una prueba de bootstrap de 1000. Los arboles filogenéticos se

realizaron con el programa MEGA 7. La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo.

Figura 23. Arbol filogenético realizado con la regién ITS del hongo identificado como
Lasiodiplodia theobromae. El método de reconstruccion filogenética usado para la identificacion
fue la de Neighbor- Joining con una prueba de bootstrap de 1000. Los arboles filogenéticos se
realizaron con el programa MEGA 7. La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo.
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Figura 24. Arbol filogenético realizado con la regién ITS del hongo identificado como
Phytophthora nicotianae. El método de reconstruccion filogenética usado para la identificacion
fue la de Neighbor- Joining con una prueba de bootstrap de 1000. Los arboles filogenéticos se
realizaron con el programa MEGA 7. La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo.

Figura 25. Arbol filogenético realizado con la regién ITS del hongo identificado como Fusarium
oxysporium. El método de reconstruccion filogenética usado para la identificacion fue la de
Neighbor- Joining con una prueba de bootstrap de 1000. Los arboles filogenéticos se realizaron
con el programa MEGA 7. La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo.
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La identificacion de hongos a través de marcadores moleculares, ademas de auxiliar en la
tipificacion de los hongos causales, es til para la clasificacion de la micoflora en las muestras
y conocer a mayor detalle las diferentes especies presentes y las interacciones sinérgicas o

antagdnicas que se puedan establecer entre éstas.

Ademas de encontrar a los hongos Phytophthora tropicalis y Lasiodiplodia theobromae en
mazorcas de cacao, dentro de la micobiota cultivable se encontraron otros hongos cuyo
andlisis morfoldgico y filogenético se presenta en el Anexo III. Si bien algunos patdgenos
requieren el analisis de otros marcadores distintos a ITS para su identificacion detallada, la
secuenciacion de la region ITS permitio identificar en cacao otros patdgenos como
Pestalotiopsis sydowiana, Pestalotiopsis spp, Pestalotiopsis microspora (Hernandez, 2014),
y Diaporthe spp. (Serrato-Diaz et al., 2020), en cuanto a hongos potencialmente benéficos
se identificé a Clonostachys rosea (Sun et al., 2020). Para el caso de las muestras de pifia,
ademas de Phytophthora nicotianae y Fusarium oxysporum, se encontraron otros patégenos,
tales como especies de Fusarium, Neopestalotiopsis sp., y Pestalotiopsis sp., asi como

hongos potencialmente benéficos como Trichoderma spp.

En este punto de la investigacion, ademas de los patogenos identificados en mazorcas de
cacao (Phytophthora tropicalis y Lasiodiplodia theobromae) y en plantas de pifia
(Phytophthora nicotianae y Fusarium oxysporum), se incluyd al patégeno de naranja
Penicillium digitatum, el cual se habia identificado previamente por el grupo de investigacion

(Santiago-Tapia, 2019). Por lo tanto, los 5 patosistemas de interés son:

Ananas comosus:Phytophthora nicotianae
Ananas comosus:Fusarium oxysporum
Theobroma cacao:Phytophthora tropicalis
Theobroma cacao:Lasiodiplodia theobromae
Citrus sinensis: Penicillium digitatum

6.6 Identificacioén de genes Dicer-like (DCL) en los hongos seleccionados

Para continuar hacia el objetivo especifico 2, se realizé la busqueda e identificacion de genes
Dicer-Like (DCL) de los 5 patogenos seleccionados y de sus plantas huésped. Para esto se
emplearon las bases de datos NCBI, Uniprot, Phytozome, EnsemblPlants o EnsemblFungi y

FunRNA. En la Tabla 16 se muestran los resultados de la busqueda.
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Tabla 16. Numero de registros de secuencias de ADN o proteinas DICER en las bases de datos
NCBI, Uniprot, Phytozome, EnsemblPlant/EnsembleFungi y FunRNA de los organismos en

estudio.
Organismo NCBI Uniprot Phytozome  EnsemblPlant/ FunRNA
EnsemblFungi
Phytophthora nicotianae 5 5 0 0 0
Fusarium oxysporum 78 52 0 50 2
Phytophthora tropicalis 0 0 0 0 0
Lasiodiplodia theobromae 3 3 0 3 0
Penicillium digitatum 3 10 0 8 0
Ananas comosus 8 35 6 8 0
Theobroma cacao 7 13 4 16 0
Citrus sinensis 5 5 5 0 0

Para todos los hongos y plantas se obtuvieron secuencias de DICER en al menos una de las
bases de datos consultadas, excepto para Phytophthora tropicalis (Tabla 16). Después de
analizar las secuencias se observd que varias de éstas no estaban completas, aunque
presentaban algunos dominios caracteristicos de DICER. Adicionalmente, se corrieron
alineamientos de las secuencias, revelando que varias eran redundantes, por lo que se realizé
una seleccion eliminando tanto secuencias incompletas como redundantes. Finalmente se

obtuvieron las secuencias en las que se basaria el disefio de los SRNAs (Tabla 17).

Tabla 17. Secuencias DICER unicas en los organismos bajo estudio y su anotacion.

Organismo Anotacion
Phytophthora nicotianae AO0AOWSDVU2
Fusarium oxysporum AO0AO0J9VAE2, AOAOJOVWGI
Phytophthora tropicalis -
Lasiodiplodia theobromae AOAS5NS5DT14, AOASN5D4RS
Penicillium digitatum K9GQS7, AOATT6XGN3
Ananas comosus AO0A199WS5C6, AOA6PSFLM4,
AO0A6PSGGMY9, AOA199UFRO
Theobroma cacao A0A061DZU3, AOA0O61GRS83,
AOA061EY61, AOAO61GIMS
Citrus sinensis AO0A067HF90, AOA067G252,
A0A067DVW3
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6.7 Localizacion de dominios y alineamiento de DCLs

Las secuencias de aminodcidos de DCLs de cada patosistema se analizaron para localizar sus
dominios caracteristicos y realizar alineamientos que permitieran visualizar las zonas de
menor homologia entre las proteinas, ya que a partir de éstas se seleccionan las secuencias
nucleotidicas para el disefio de los biofungicidas. En la Figura 26 se muestran las estructuras
de DCLs de los patosistemas de cacao (Theobroma cacao). Se observa en todos los casos la
presencia de dos dominios de RNasa III caracteristicos de DCLs, ademds de dominios
helicasa y/o DICER-dimer hacia el extremo amino. Para el caso del patosistema Theobroma
cacao-Phytophthora tropicalis no se encontraron reportes de secuencias DCLs en el
patogeno. Tampoco se encontrd registro de la secuenciacion de su genoma, por lo tanto para
este hongo se recurri6 a la busqueda de DCLs en especies relacionadas. Una de éstas especies,
para la cual existe registro de DCL en las bases de datos es P. nicotianae, por lo que se

considerd su secuencia para el disefio de dsRNAs.

Figura 26. Estructura y localizacion de dominios de DCLs en los patosistemas de cacao.

Por otra parte, en las bases de datos consultadas se obtuvieron secuencias de DCL no

redundantes para Phytophthora nicotianae y Fusarium oxysporum, ambos patogenos de pifia
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(Ananas comosus). En la Figura 27 se presentan las estructuras y presencia de dominios de

DCL de los patdgenos y de pina.

Figura 27. Estructura y localizacion de dominios de DCLs en los patosistemas de pifia.

Adicionalmente, las secuencias proteicas del patosistema Citrus sinensis:Penicillium
digitatum ya habian sido identificadas en un trabajo previo del grupo (Santiago-Tapia, 2019),
y se sometieron a una nueva buisqueda con la finalidad de incorporar las actualizaciones que

desde 2019 pudieron haberse realizado en las bases de datos al respecto de estas proteinas.

En el trabajo de Santiago-Tapia (2019) se identificaron 4 secuencias DCL en Citrus sinensis,
donde ademas de las 3 especificadas en la Tabla 17, se incluy¢ la secuencia anotada como
AO0A067F7B2. Sin embargo, un andlisis detallado de esta secuencia revel6 que, si bien existe
una alta probabilidad de que represente a una proteina DICER, puesto que posee los dominios
helicasa, DICER-dimer y PAZ, la secuencia estd incompleta ya que no posee los dos
dominios RNasa tipicos de este tipo de proteinas. Por esta razon la secuencia no se incluy6
en el analisis. En la Figura 29 se esquematiza la estructura y localizacion de dominios de las

proteinas DCL en Penicillium digitatum y naranja (Citrus sinensis).
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Figura 28. Estructura y localizacion de dominios de DCLs en el patosistema Citrus
sinensis: Penicillium digitatum.

Se puede observar que, a diferencia de los DCLs de hongos, en los DCLs de las plantas se
presenta un dominio funcional PAZ (Figuras 26-28). La funcion de este dominio aiin no es
clara, pero se sugiere que aunque no posee caracteristicas suficientes para ser un sitio de
union a acidos nucleicos, contribuye sustancialmente a la fidelidad en la longitud del corte
de RNAs de doble cadena para generar RNAs de exactamente 21 nt en la ruta de biosintesis

del RNAi (Kandasamy y Fukunaga, 2016).

Las proteinas DICER identificadas en los patdgenos se alinearon a los de sus plantas huésped
respectivas con la finalidad de localizar regiones de baja homologia. Es importante que el
disefio del RNAI se lleve a cabo en zonas que no sean similares entre hongos y plantas para
que no existan efectos de silenciamiento fuera del objetivo sobre todo en la planta huésped.
Utilizando los programas pFam, SMART e InterPro, se localizaron sobre los alineamientos
los dominios caracteristicos de este tipo de proteinas. Los resultados detallados de

alineamiento y localizaciéon de dominios se presentan en el Anexo IV.

6.8 Diseio de construcciones para la produccion del RNAi

Dado que la interaccion por la que se efectia el silenciamiento génico es la

complementariedad de nucledtidos, se realizaron alineamientos de la secuencias
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nucleotidicas de DCLs fiingicos y de sus plantas huésped respectivas para identificar las
zonas para la elaboracion de los RNAI. La seleccion de la region de disefio en el contexto de

los genes DCL completos se muestran en el Anexo V.

En la Figura 29 se presenta la localizacion de la region seleccionada para el diseiio de RNAi
de P. nicotianae (en sustitucion de P. tropicalis) y su alineamiento en nucledtidos con los
DCLs de Theobroma cacao. Para este patogeno se selecciono la region entre el DICER-dimer
y la RNasa, zona que corresponde al dominio PAZ presente en los DCLs de cacao, pero que
estd ausente en P. nicotianae y otros hongos. Si bien, en la zona seleccionada existe un grado
de homologia entre las secuencias, se observa que no es homdlogo en fragmentos continuos
de mas de 3 bases. Esto es importante ya que se busca que no existan fragmentos en los DCL
de las plantas con alta probabilidad de ser complementados por los fragmentos de RNAi1 que

primariamente se dirigirian al silenciamiento de los DCLs del hongo.

Por otra parte, en lo que respecta al otro hongo patégeno de 7. cacao identificado en este
trabajo, Lasiodiplodia theobromae, se encontraron dos genes codificantes de DCL, por lo
que se realizaron alineamientos de las secuencias nucleotidicas de cada uno de éstos contra
las secuencias de 7. cacao. El alineamiento y seleccion de la zona de disefio de DCL1 y de
DCL2 se muestran en las Figuras. 30 y 31, respectivamente. Para DCL1 se selecciond una
region de 326 pb previa al dominio Helicasa C (Figura 30), y una region de 304 pb para
DCL2 ubicada en el brazo conector entre los dominios Helicasa DEAD y Helicasa C (Figura

31).
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ENA| KUGD0462| KUGD0462.
ENA| EOX95543| EOX95543.
ENA| EOY29629| EOY29629.
ENA| EOY30080| EOY30080.
ENA| EOY09711| EOY09711.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.
ENA| EOX95543| EOX95543.
ENA| EOY29629| EOY29629.
ENA| EOY30080| EOY30080.
ENA| EOY09711| EOY09711.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.
ENA| EOX95543| EOX95543.
ENA| EOY29629| EOY29629.
ENA| EOY30080| EOY30080.
ENA| EOY09711| EOY09711.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.
ENA| EOX95543| EOX95543.
ENA| EOY29629| EOY29629.
ENA| EOY30080| EOY30080.
ENA| EOY09711| EOY09711.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.
ENA| EOX95543| EOX95543.
ENA| EOY29629| EOY29629.
ENA| EOY30080| EOY30080.
ENA| EOY09711| EOY09711.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.
ENA| EOX95543| EOX95543.
ENA| EOY29629| EOY29629.
ENA| EOY30080| EOY30080.
ENA| EOY09711| EOY09711.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.
ENA| EOX95543| EOX95543.
ENA| EOY29629| EOY29629.
ENA| EOY30080| EOY30080.
ENA| EOY09711| EOY09711.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.
ENA| EOX95543| EOX95543.
ENA| EOY29629| EOY29629.
ENA| EOY30080| EOY30080.
ENA| EOY09711| EOY09711.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.
ENA| EOX95543| EOX95543.
ENA| EOY29629| EOY29629.
ENA| EOY30080| EOY30080.
ENA| EOY09711| EOY09711.

RPRRERRR RRRRR RRRRR RRRRR RRRRR RRRRR RBRRRRR RRRRR

RPRRRR

AGGGATACCTGGT TGTAC- - CGAGCGT GATGGAT GAATCAAAGCAACCACCAACGCTGTC
TTCCATCTCTGAATTTTATTAGGT GTGCAAGT TTGATTGGGCACAAC- AACAGCCAAGAA
AGCGATATTTGITGITTT- TGAAAACGTACTTATCATTATCGT TAATGT TGCTAAATGCT

ATTAGACTGCGAG- - - - - - - TATGI TCGT GAGATCATCGGGAAGCCTTTGCTTGAGCCT T
ATGCGAACT GGACAAAT GCAAGACACAAT TGCTAAAT TCCGAGATGGTCGT GTGACATT-
AAAGGAGTAGCTTTTGAGAGGATGGCTGI TATCTGCATGCGAAAACCTTGT TTGAATCT -
———————————————————————————————— TTCATTTCGATCTGGGAAGGT GAATCT-
———————————————————————————————— AGAATTCCGCAAAGGCATGGT GAACAT-
* * Kk ok *
TGTGGCCATTCCCGACTACGGGT GCTACT GGGAAT GCAAAGGATCC- - - AA- CCGACGAG
——————— GTTAGTTGCAACTAGT GTTGCTGAGGAAGGATTGGATATTCGGCAATGCAATG

------- ATTATTTGCTACTGATGTGGT TGAGGAGGGAATTCATGT TCCAAACT GCTCCT
------- AATTGTTGCAACTTCAATTCTTGAGGAAGGAT TAGATGT TCAATCATGTAACT
* * kK * % * ok Kk * *
TGGATCTGOGT TCOGACGTATOGCT TAAAT GTCAGCTATGT OGT CGAGGCT GTCACTAAT
TTGTAATTCGTTTTGATCTTGCAAAA- ACTGTTTTGGCATACATTCAGT CTAGGGGT CGT
TTGTGATACGGTTTGACCTTCCAGAA- ACTGTTGCAAGT TTTATCCAAT CGAGGGECCGT
GTGTGATACGT TTTGACCT GCCCAAG- ACAGT CCGGAGT TATGTACAAT CTCGAGGAAGA
TGGTTATTAGATTTGATCCTTCAGCA- ACAGTTTGTAGT TTCATACAGTCTOGT GGACGT
* * * k% * % * * * % * * *

CGCACGGTGGATG - - - ATATTOGCAAAGAGTATTTGGCAG: - - == - == == = === = = - - -

GCAAGGAAGCCT GGGT CAGATTACATCTTGATGATTGAGAGAGGAAAT CTATCTCATGCT
GCAAGAATGOCTCTGT CTGAGT ATGCATTTCT GGT GAACAGT GGGAAT GAGAGGGAACTA
GCTAGGCTGAGT AATTCOCAATTCAT CAT GAT GCT T GAGAGEGGAAAT GTCCAACAAAGA
GCTAGAATGCAGAATTCAGATTATTTATTGT TGGT GAAGAGCGGAGAT TTTTTTACACAT

* * * ok * * * *

------------- ACGAACAAGCGT GGEOGACT CACTTGAAAAAGGGAAAGT CGAC: - - -

GCATTCCTAAAGAAT GCACGGAAT AGT GAGGAGACCT TGOGGAAAGAAGCAATTGAGAGA
AATTTGATTAAAAATTTTAAGAACGAT GAAGAT CGTATGAATATGGAAATTTCTTTCAGA
AATCAACTATATGATATAAT CAGGAGT GAATATTCAGT GACAACTACAGCTATTAATAGA
TCTCOGACT GAAGAACT ATCTTGCTAGT GGAGAT ATAAT GAGAAAGGAAT CTTTATGOCAT

* * * * *

*

----- CCCAGGAAATCCGA- - - - TCCTGGGTCGTTGGECAAACCCG: - - - - - TCAACAGCT
ACTGACCTTAGT CATCTGAAGGATACT TCAAGGT TGATTTCGGT GGATATGGTACCAGGT
Yo c1 o Yo TGAGGTATTTA- CCAGTCTTGAGGAA
GACOCTGATCTA - - == === === c = - TGCCTTCTCAAAAAT CCTACAGT CAAAGAAACT
GCATCOCATGCAT- - <= === === - = GTTCTCCTCTTAGAAATCAC- - - TTATACGATGAA

*

CGAGGAAGCCGACGCAGATCAACCATTGATCCATGGCATCCAAGTI TCCTCCGATCGTI CCC

ACAGT GTACCAGGT TGAATCAACTGGTGCTATTGTGAGCTTAAATTCTGCTGT TGGACTC

AGAATGTATAAAGT TGATTCATCTGGT GCTTCCATCAGT TCAGGATATAGCATCTCTCTA

AATGT TTATATTGTGGATGCTACTGGAGCTTCAGT TACTGCAGATTCTGCTGT TAGCCTC

GAGGTCTATCGCTTTGCAAGCACTGGGGECTTGTGTGACTCTGAGI TCTAGIGITGGITTG
* *  * *

CATCATTCGGAGAGT CATGCAGCGCAACAAT GACGAAGGAAGCATTGCGCAATATAAGAC

ATCCATT-------- TTTACTGCTCTCAGCTTCCTAGT GACAGATATTCAATACTTCGGC
CTTCATG-------- AGTACTGCTCAAAACTACCCCATGATGAGTACTTTGACCCCAGGC
CTGCAAC-------- GATATTGTGAAAAGCT CCCTGGT GATAAGTATTACGT GCCAAAGC
ATACACT-------- TCTATTGCTCTCGT CTTCCGGCAGATGGGTACTTTAAACCAACTC

* * * * * * * % * *

Figura 29. Region para el disefio de RNAi en Phytophthora nicotianae. Se muestra la estructura y
la localizacion de la region de disefio de 414 pb. En gris se muestra la secuencia correspondiente.

KUGO00462.1 es la secuencia de P. nicotianae. El resto son los DCL de T. cacao.
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ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

- - TTATTACGT CCCTACAGAT CAGAGCAAACGT CCCAGAATATTCGGAATGACAGCCTCG
GATTTTGATGCTCCTATAGI TCAAGAATCAGI TG - ACAATGCTTCCAATCAAGATTTCT

--------------------- CCGGTGGATGCAAAGGT GG - - - - ACGTTGCTCAAGOCG
TTGGAGGAATTGATCACATTCTTGATAGCATCAAGAAT GGGGGT GGOCT TCCTCCAGTAG

CEEETT WAGf===s=o=z=zza=s GATCTCGAAGCACT- - - - - CTTACATTGOCG
GTAACAACAAT AATAAT AGCT CCGT T GTCAAT GGT GATGGAATTCAAGATTCCATTGTCG

CATCGCAACCACCT CAAACCT GGACCTATTGCGCAAGACAAT CAGT CGCCCGGACGAGAA
GAGATGGATGGT TTCAGAATGAGCCATCTGGGGT - TTCCAAGAA- TT- - - TAGCTGAGAA

CGTGGTGATATACGCT CCACT TGAGAAGCCGT TCGAGACACCGCTGCACATCAAGATGAA
CTCGGITCCACCGCCTA- - - - - ATGGTGT TGAAAAGAACAACCTTGAAAGTAAAG- GGCA

AGAGAAGT TTGCCGACATGGAAGCATTCCGCACTCTCTTTCAG: - - TCTTCCAAAGAGGC
GGAGAAGAATTGTGAAAATAGTA- A- - TTGGAATTTGITTGATTATTCTTCTAAGGAGAA

AAGCTC- - TCAGCTCGGT GCATGGTGCTCGGA- - - CATGT- TCTGGTTTTATGCTCTCCA
TGGAGT GCATAGGGAGGACAAAAGT TCTTGT GAGT CAAGGGATAGGGGT TTGGATAGT GA

GGAGGA- AGAGGCAAAGAAGCT TGAGAGCCGT CGAGAACAAGAATAT CACCGGAACAAAA
AGAGAAGT GTGGCAAGAGGCECTCGTGT G- - AATGGT TCCAAGAAT GATAGGCAGTATCCA
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Figura 30. Region para el disefio de RNAi en DCL1 de Lasiodiplodia theobromae. Se muestra la

estructura y la localizacion de la region de disefio. En gris se muestra la secuencia

correspondiente. KAB2581198.1 es DCL1, y KAB2572547.1 es DCL2 de L. theobromae. El

resto son los DCL de T. cacao.
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ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

ENA| KAB2572547| KAB2572547.
ENA| KAB2581198| KAB2581198.

ENA| EOX95543| EOX95543. 1
ENA| EOY29629| EOY29629. 1
ENA| EOY30080| EOY30080. 1
ENA| EOY09711| EOY09711. 1

CTCCTTCGCTTCACACACAGGCCTGAGCTTGTGCAGT - - - - TAAATTACCCTGGTCAATA

TCAGGTAAATTCATCTGT GAGGT TATCCT CCCAGAAAAT TCACCCATCCCATCAGCAATG

GTCTGTACAATAAAAGACCGCAAGGAACT TGAGAGACATGTGCCAATGCCCTCAGAAATT

GICTATTCAATTGGAGATAAGGAGGAATTGGAAAGCTTCGTAGCATCTCCTGTCGTTAGA

ATATATACTATTCAAGACAGGACAGAGAT GGAAGCATATGT TCCTTCTGCAAAAGAAAGT

GIGTATACGTGCATAAGTGAATCTGTGCTTGCTCAGI TTGTACCATTTTCAACTCCAAAG
* * * *

TTTAGACCCCT CTGCCGEGECCACCAGT CCTTGCTGCTCTGGCTAACGT CTATCACGCGTA

GGTCGTCTGT GT GCGCGAAAGGCTATTTCAAAACGCT CAGCAGCCTTCGAAGCATGIGIC

GTGATTGAGTATGACAAAGCGGCCAGT TTATGGTCCC- - - - - - TTCATGAACAAA- - - TA

GTATATAATTATGGTCCTGITGATTTGGGCCCTTCTAG - - - - TTCCTACATGCTTTGIT

TGTAGGTTCTATGATCCAACACAA- TTCTCTAGT- TTG - - - - GATTTGAAAGCA- - ATG

TTCAAGTTTTACGAACATATGGAAATACCATATG TTT--- - - TATATGCACGCTTGGTA
* *

CGACATCTTGGAGGATCCATACATCCTTAGICTGCGTAAAAAAGCATCAG: - - - - - - AGA
CAACT CCGCGAAGGCGGGTACCT CGACGAGAAT CTCCTGCCGATCTACACAAAGCAGCTT
AAACAAAT GGAAGT GGCA- - - GTTGAAGAAGCTGCGCAGTCAAGCTCTAG - - - - - - - - -
GTAGTAAACTCGAGAAGA- - - TGAAGCGCCAGTGCATATCAACACTTG G ---------
GCAGAAGCCTATTGGITA- - - AAGATAGATGCTTCATTGTCAAAGTTA-C--- - - - - - - -
GAAGAATTGAATGTTTTG - - AAGCATGAATGT TCCTTGGAAATTTTG G -------- -
* *
CCACGGATGAGACCCGGG - - ACCAAGT CTTAAGAGAGCT GGAGAAGCTGCTACACAATA
CCTGCTATGAGAAACGCCCGGCTGGCATTGAAT TGCAAGAAGACTAGT GCGTACGATATG

------------ CCGGAAG- AATGGOGATTCT- - - - - < - = = - = - - - - - - - - CAATGTGCC
------------ AAGGCTCACCACAAACTTCTTTTAA- - - AGACATGGAT- GATAAGTTG
------------ ATC - ---- TTGAAGCTTCT- - - = == ===« = == - = - - - - - - GCGACA
EEEE AAAGACATATAT- - CCACGAGCAGCT GAAGAAGCT CTACTCGOGAGCGCTCGG

ATGACGAAGCCGCAACT GT GGGCAGCTACCCGT GGTACAACT CCGGAAGAACTACATATC
AAGAGCTCCGCCAAGTTTA- - - - TGGTGT CTCTGAAAGAACAGAAAGT GATGGAGCTGCT

AGGAGCACAAAAAAGCTAC: - - - - - - - - - - TCA-------momeo- GAAGAATCCATGAT
AAGACACTACGAAAGCGAT- - - - - - - - - - - TAT---ccnennnnn- CAAATGACCATGCT
GAATCTACTA( GAAAA: - - - - - - m oo - TGT------------- CAAAGATACATTCA
* *
T- ATCTATAATGAGCT TGGT GGACCT CCAACAGAGT TCTACAT CCGGAGT TGCATCGCCA
ACTGTG - == === === = - ATTGAACTTCCAGATGGTCTTGAAAGGCCGAATCAGCCGCTA
AATTTGATACAAAAGT TGAGGGCCATTAATTATGCACT TGGT GAACT GGGT CAATGGTGT
AATATA- - - - - mmmmmmmmme e e e ATCTTTTGTTTGGAAAATCTTGGCCTTTGGGGA
AAGATT- - - mcmmmmmmmmmeeaeae CTGCATTGCCTTGACAATCTTGGTCTAATATGT
[ ot 1 1 /R GITGCATTGTTTAGATGAGCTTGGIGICTGGTTG

636

Figura 31. Region para el disefio de RNAi en DCL2 de Lasiodiplodia theobromae. Se muestra la

estructura y la localizacion de la region de disefio. En gris se muestra la secuencia

correspondiente. KAB2581198.1 es DCL1, y KAB2572547.1 es DCL2 de L. theobromae. El

resto son los DCL de T. cacao.

Posteriormente se alined la secuencia de DCL de P. nicotianae con las secuencias DCL de

Ananas comosus con la finalidad de seleccionar la region de baja homologia idonea para el

disefio de los RNAs. Esta region de baja homologia se presenta marcadas en gris en la Figura

32,y se ubica entre los dominios DICER-dimer y RNase III.
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ENA| KUGD0462| KUGD0462.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

ENA| KUGD0462| KUGD0462.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

GAATTCTCGGAACAGAAT GACAAGGGATACCT GGT TGTACCGAGCGT GATGGATGAATCA
GAATGTGITGITCAATCGG- ACGATGGTGATCA- AGATACTGCTAT- - - - TGAATCATAT
GTATCAGGTGGAGT CAACA- GGTGCTGT TGTCAGT TTAAATTCTGCTGI TGGACTCATCC
TCCAGTGTGATAAAGT TGG- CCAGAATTACTCGAACTTTGT TCTATTAATTGATGCAACA
TTGITTGTGACCAAGAAGG- CGAAAACTATTCTGGGT TCATTCTCTTGATCGAGT CAACA
* * % *
AAGCAACCACCAACGCT- - - - - - GTCATTAGACTGGGACTATGI TCGT GAGATCATCGGG
AGAGATGATCAACCTGATTATTTCCCGGG - AGAGCTGATTGATTCATGG - - - - - - - - -
ATTTTTACTGCTCCCAGCTACCCAGCGACAGATAT T- - - == == === - o m e e e e e oo oo -
CTCGATGAAGATGTI TGCTTCTCTAGAACTGAATCTTTACTTGCTTGA- - - CAAGATGGCT
CTCGATGATGATGT GGCAAGT GCAGAAATTGAGCTTTTCTTGATCCCCGATAAGACAGTC
*

AAGCCTTTGCTTGAGCCTTTGI GGCCATTCCCGACTACGGEGT GCTACTGGGAAT - - GCAA

----TTTGCGITTTTGGGICTTGEGT TGTACCATTGCTA- - - - - - - - - === = - - - - CAAG

- - - - CAATACTTCGT CCGGAGT TCATAAT GGAAAGACAT GAGAGGCCT GGGGEGCC- CAAC

AAGCCGACTGT TTCTCGAT GCGGGECCAAT CGAGT TGGGT AT GGAGCAGGT GGAGCAAGCG

TACACATTTGI TTCTCCATGT GGGAAAAT CCAATTGGATAAAGAACAGGT GGAAAAGGCA
* % *

AGGATCCAACCGACGAGT GGATCTGCGT TCCGACGTATCGCTTAAATGT CAGCTATGT CG

ATTATGTTTGACCAATCTTCTT- GOGTTGATGCTGCTTTCOGTGACATGAT- - - - CCTAG
TGAATATTCCTGCAAGCT TCAACT CCCT TGTAATGCTCCATTTGAGAAGCT TGAGGGTCC
AAACTGTTCCAGGAACTTTTCT- - - - - - - TTAACGGATTATTTGGCA: - - - - - - - AATTG
AAACTATTTCAGGAATTTTTCT- - - - - - - TCAATGGAATATTTGGCA: - - - - - - - GATTA
* * * * *
TOGAGGCTGT CACTAATCGCACGGT GGATGATATTCGCAAAGAGTATTTGECAGACGAAC
- TOGTAAAATCTGATTTG - - - - - == = - - - - GGATCG- - - - GATTTT- -~ - -~~~ G--
TATATGCAGTT- CAATGOGCCTGG: - G- - - - ACAGCAAGCTGTTTGTTTGGCTGCTT- G
TTCATGGGATCAAAATTATCOGGG: - GTTC- CCAGACAATTCTTGCT- - - - - - - AAA- A-
TTTAGGAGATCTAGATGTGGOGTA- - G- - - - AMGAGAGTTCCTCTT- - - - - - - CAG G
* *
AAGOGT GGGCGACT CACT TGAAAAAGGGAAAGT CGACCCCAGGAAAT COGATCCTGRGTC
----- TGAATACGTCAT- TTAACTTGGAGG- GTATAAGGGATTCCTT- - - - - GACTGTAA
----- CAAGAAACTACA- TGAAATGGGAGC- ATT- - - - TACGGACAT- - - - - GCTTTTAC
----- GAAGATGATACT- TTGCTGTGGAGCACTTTAAACATGTATTT- - - - - ACTTTTGC
----- GAGGGACATGAA- ATATTGTGGAGTTCTTTCAATATGTACCT- - - - - GCTTTTAC
* * * * *

GI'TGGCAAACCCGT CAACAGCT CGAGGAAGCCGA- CGCAGATCAACCATTGATCCATGGEC
ATTTGAAGTACATAGGAGT TATCCATCTTAGT CGT GAGCAGGT TACTAT GGCGAAAAGGT

CCCTGAAACCTTCAAGT GTTCAAGATCATGGT GGTGTAAGCATCAACT GGGAAGGAATTA
CCCTCAAGCCCTCACAACTTTCGCATGC- - - CAATACAAACATAAATTGGGCGGTCATTG
* * *

ATCCAAGT TCCTCCGATCGT CCCC- - ATCATTCGGAGAGT CATGCAGCGCAACAATGACG
TTCAGACCACTGTCCTTAGT GTGCTTATTCACCACGATGT TGCCAAACT CAACAATATAT

ATGAAGGTGATCOGCTTCCTG: - - - - GAACAGCACGGCATA: - - - - - - - GAGAGTTCTAT

ATGAAAGCGCTTCACTCGTTA: - - - - GGCTTATGAGAAAT- - - - - = ===« - - - - ATTCAC

ATGCATGCTCATCTGTTGTGG: - - - - AATACTTGAGAAGT - - - - - = == - = - - - - ATATAC
* * *

AAGGAAGCATTGCGCAATATAAGACCAAATTCAACGAGCGCTTGCTGATCC- - - CGCAGT
CAGATTGT CTGCCCAAAGAACTACCTTCTACAGAAGTI TGTGTATCTACTCCTACCTTTGA
CCTGAAGGTGT TGCAGAAATTTTACAGGGAGAGT GGA- TTTTATCTGGGAG- - AGATGGC

TCGCCAACAGCTAAAAATAACTTACTTGACGGGT CAAGCAATAA- - - - - - - - - TAGCACC
TCATTAGATGGTGAAT- - - ACTGTCCTGGAAGT TCATCTACTGCCTTAAACTCAACTGGA
* *

Figura 32. Region para el disefio de RNAi en Phytophthora nicotianae. Se muestra la estructura y

la localizacion de la region de disefio. En gris se muestra la secuencia correspondiente.
KUGO00462.1 es la secuencia de P. nicotianae. El resto son los DCL de Ananas comosus.
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Para Fusarium oxysporum, también patogeno de pifia, se identificaron dos DCLs en las bases

de datos, por lo que se seleccionaron regiones de aproximadamente 250 pb de cada uno para

el disefio del RNAi. Para DCL1 se selecciond una region de baja homologia en el extremo 5’

del RNA mensajero, y para DCL2 se eligio la region entre los dominios de Helicasa DEAD

y Helicasa C-terminal. En las Figuras 33 y 34 se muestran las zonas seleccionadas para el

disefio y los alineamientos con las secuencias nucleotidicas de Ananas comosus.

ENA| KNB08093| KNB08093.
ENA| KNB15153| KNB15153.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

ENA| KNB08093| KNB08093.
ENA| KNB15153| KNB15153.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

ENA| KNB08093| KNB08093.
ENA| KNB15153| KNB15153.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

ENA| KNB08093| KNB08093.
ENA| KNB15153| KNB15153.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

ENA| KNB08093| KNB08093.
ENA| KNB15153| KNB15153.

XM 020251515. 1

ENA| OAY84115| OAY84115.

XM 020241617. 1

ENA| OAY63551| OAY63551.

1

1

CACAAGATCATCGCCTCGCCTCGAGAATACCAGAT TGAACT GTTCGAGCGOGCTAAAGAG
---------- TCGT- - - - - - - - - - GCCTACCAGOGAGAGATGTTGGAGCAGAGCCTGAAG
CGACCCCGAATCGT- - ACGCCAGAAGCTACCAGCT GGAGGCGCT GGAGCGGGECGGTGOGG
AGGACGGGGATCGG - AGAAGGCGEGEGGACGEOGAGTGEEGOCG - - - - - - - - - GAAGA
AAGACGATGATCGC: - GETGATG - - - - - - - - - CTCATGA - - -« = w e e mm - AG -

AAGACGATGATCGC: - AGTGATG - - - - - - - - - CTTATGA - - -« - e e eem - AG -

* % x

AGAAACCTCCTTGTGGTGT TGOCTACAGGTACT GGCAAAACACT CATCTCOGCCTTGCTG
AGAAACGT GATTGT TGOGAT GGATACAGGCAGCGGAAAGACCCAAGT CGCCGTTCTTCGC
CAGAACACGAT CGTGT TCCT GGAGACGGEGT COGGCAAGACGCTCATCGCOGTGATGCTG

GAGAGCGCGACGGCCTCGCCGRAGA- - - - - - CAG - - s
CAGATCGCCAAG - - - - - - - - GAGA-- - - - - TCA- - - oo

GAGATCGGGAGA- - - - - - - - - AGGT- - - - - - TAA - -

* Kk
CTACGACATCACCT CGAACAAGAGCT GGAAGCT CGAGCCAT CGGAAAGCCCAAGAAAGTC
ATTCAAGCGGAACTCGAGA- - - - - - GA- - AGTTCACCCAACAAGCTT
CTCCGCGCCTACGCCCACGCCATCCGE: - - - = - == = - - = = - = AAGCCCTCCCGCCGCATC
- - - - GAGGGAGTGCCGGC: - - = = - - === mmm o mmm oo GAGGGTATTGGGAG CGC
- - - - GGACGAGCGECGGA: - - = == === = s = m oo mmmm oo GATCGTAGTAGGAGGCTC
---- AAGAGAGCGECGAA- - = = === === s s mmmmm e e - - AG -------- AGTTTTC
*
GCCTTTTTCCTAGTAGAAAAGGT CGCCCTCTGTGTTCAGCAAG- - - - == == == - - ATGCA
GTGTGGTTCTTAGGAAAGACT GT TAGCCT CTGCGAACAACAGT - - - - - = = - - - - - TTAAT
GCCATCTTCCTCGTCCCCACCGT TGTCTTGGTCTCCCAGCAAG- - - - - = = = = - - - CAAGG
GACAGGT CCGGGAAGGT CGTCTACCGT GTCGGCT TT TGGGAGCCCGACT GCGAAAGAGAG
ATCGTGTTCCTCGCTCCCACCGT GCATCTCGT CATCCAGCAAT- - - - - = - - - - - - ATGAG
ATCATATTTCTTGCGCCAACGGT TATCCTCGTCAATCAGCAAT - - - - - - - - - - - - ACGAG
* * *

GTI CCTCAGCTGCAACCT CGEGGECCCACCCTGTCACCAAGI TCGT - - AGGCCATATGAAAG
GITATCAAGAGACAAATGCCA- - TCGGT GCCCATGACACT GCTTACGGGGCAGCTCAACA
GTI'GGTGGAGATGCACACGG- A- - CTTGAAGGT TGGCAAGT TCTGGGEGEEG- - AGATGGGEGEG
GCCAAGAGAGT GCGAAGGEG- G- - T- AGCCCGGAGCAAACT AGGGCGAGCCCCGAGT CGCG
GIGATAAAGATTCACACTG- A- - TCTCGGAGT CGAGAACTACCACGGT GCGA- - AGGGAG
GIGATTAGAGACTATACCG- A- - TTTTGATGTGGCAGAATATTACGGT GCTA- - CGGGAA
* *  x

282
417
408
541
389
387

342

406

Figura 33. Region para el disefio de RNAi en DCL1 de Fusarium oxysporum. Se muestra la

estructura y la localizacion de la region de disefio. En gris se muestra la secuencia
correspondiente. KNB08093.1 y KNB15153.1 son las secuencias de DCL1 y DCL2 de F.

oxysporum, respectivamente. El resto son los DCL de Ananas comosus.
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ENA| KNB08093| KNB08093. 1 CTGCCCTGGAGCT TGAGAGGT CTCTTGACAGCCAGATTGCAACGATTTCA- - - - - - - - - - 834
ENA| KNB15153| KNB15153. 1 AGATCGAAAAACTAGAGAATACAATGGACGCTATCTGCGT TACTCCAACG: - - - - - ACTC 952
XM 020251515. 1 AGATTTTTGAACTTGAGACGCTTATGGATTCAAAGGT GTACACTGT TGCTAGTGAATCTG 976
ENA| OAY84115| OAY84115.1 ------- TTCGCGAGAGGACCGGGT GCAATGTCGGGCATTACT - - - - - - - - - - - GCGGGG 1021
XM 020241617. 1 AACTTTCTGAACT CGAAAACCT CCTGGATGCTAAGATCTATACGGT AGCAGATAGAAGCG 888
ENA| OAY63551| OAY63551. 1 AAATATCTAAACTTGAAATGATTTTGGACT CGGAGGTATATACAGT AGAGGATAGATCCG 877
* * % * *
ENA| KNBO8093| KNBO8093. 1~ -------mmmmmmmm oo GATGAGGTGCTGAT- - - - - - - - - 848
ENA| KNB15153| KNB15153. 1 ATCGAGAGCAACTACT CAAGCATGT CAACAAGCCTCACCTCATTCGCTCACTCTACGATG 1012
XM 020251515. 1 AGTTGTCTCAATACATTG - - === == - = - - e o e e oo oo - CATTTTCTGCG--------- 1005
ENA| OAY84115| OAY84115. 1 AGATGGGACAAGATTTCTGGGAT GCT CCGAGAT GGCAACGCGAAT TTGAAT CCAAAGAGG 1081
XM 020241617. 1 AGATAGAGTATTTTGITCCTTCAG CAAAAGAAGT CAATCGATATTATGACCCAAAGCTG 947
ENA| OAY63551| OAY63551. 1 AACTAGAAAAATATTCTCCTTCAG- CTACACTTGTCAACAGATACTATGACGCTTACAAG 936
ENA| KNBO8093| KNB08093. 1 =~ -------mmmmmmmmm oo GGAAACCATGCACCGAAAGAA- - - - - - 869
ENA| KNB15153| KNB15153. 1 CTACGAA- - GATCCCTCCCCGTACGCCACT GATGCAACAACT GCAATCAGAATACT CGAA 1070
XM 020251515.1 = s eeeeeeee-eeeee-eeeeeeeeeaon~ 1005
ENA| OAY84115| OAY84115. 1 CAAGAGTACTAGI TATGACAGCTCAAATTTTATTAAACATTCTCAGGCACAGTATAATTA 1141
XM 020241617. 1 [c CEEEEEE TTTATATGACGAT- - - - - T- TAAAAGAACAATTGGGAGAATTGCTATCTA- 993
ENA| OAY63551| OAY63551. 1 TT------- CAATAATGAAAAG - - - - T- TGAAAACTAAGT TGCACTCATCATTTGAGA- 982
ENA| KNB08093| KNB08093. 1 --- GCAAAC- - - - - - CGAAGAAAC- - - TGTCAACTACAGCAGGCCTGAAGCTCCCGATGA 917
ENA| KNB15153| KNB15153. 1 CATGGATATCGCAAAGGATCCTGAGGT TCTTAAGT TAAAGGCTCTTGTCGCTAATGATGA 1130
XM 020251515. 1 ---GIGA-------- AGATAAAGCTGTACCAGCATTGGGATATTCCAT- - - = = = = = = - - - 1042
ENA| OAY84115| OAY84115. 1 AAATGCA- - ------ AGCAATCCATCTTCTAATTTTGGATGAGTGCCATCATGCTGTGAA 1193
XM 020241617. 1 ---AGTA-------- TGATAATTCACTAGCCCAGT TGCAGAATTCACCATCTTATCAGTA 1042
ENA| OAY63551| OAY63551. 1 ---AGAT-------- TGATGATACTCTAGI TAGT TTGCAAAAGT CACCATCCAATAAATT 1031
* *
ENA| KNB08093| KNB08093. 1 TACAAAGACGCATCTATCGG - - - - ------- AGCAGATCTTTGCCCTAGT TTCTCGCAA 965
ENA| KNB15153| KNB15153. 1 AAAGAAGCGCGAAAAGT TAATGAACGT GATTATGAAGC- - - ACGACACGT TCTCGCA- - - 1184
XM 020251515.1  meeee------- CTGATTTGTATATTCGT GTAACCAAACGT TTGGAAAATTTGAAGCTCA 1090
ENA| OAY84115| OAY84115. 1 AAAACATCCATATTCCTTAGT - - - - === === === - - GA- TGTCTGAATTTTATCATACAA 1237
XM 020241617. 1 TAAAGAT GCCGATGAAATAAT CAAAGCATCTAGAAAGC- GTCTGTCTAATAATCATGCAA 1101
ENA| OAY63551| OAY63551. 1 TAAAGACACTAATGAGATTCTAGAGGCTTCGAAAAAGA- GCTTGTCCTGCTATCATGCGA 1090
ENA| KNB08093| KNB08093. 1 CGAACAGTT-------- CAACCTG - ------cmmmmcmcccc e e e n e TCGC 985
ENA| KNB15153| KNB15153.1 ~  -------------ooooooooo oo ACACCAA---A---------- TCAG 1196
XM 020251515. 1 AGCATTTACAAGGCCTGCGAGATGTAATGCTTAGT TCTGCAGCTGAAG: - - - - - - - - - - A 1139
ENA| OAY84115| OAY84115. 1 CTCCAAAGGATAGAAGGCCTGCTGTI TTTCGGTATGACGGCTTCTCCTGTCAACT TGAAGG 1297
XM 020241617. 1 AGATCTGCCATTGCCTTGATGATGI TGGTCTTATTTGTCCTA- - - TTG - - - - - - - AG - 1148
ENA| OAY63551| OAY63551. 1 AGATTCTGTACTGCATAGATAATCTTGGGCTTATATGCCCTA- - - CTG - - - - - - - AG - 1137

Figura 34. Region para el disefio de RNAi en DCL2 de Fusarium oxysporum. Se muestra la
estructura y la localizacion de la region de disefio. En gris se muestra la secuencia
correspondiente. KNB08093.1 y KNB15153.1 son las secuencias de DCL1 y DCL2 de F.
oxysporum, respectivamente. El resto son los DCL de Ananas comosus.

Cabe senalar que para el caso de Penicillium digitatum, la seleccion de construccion para la
sintesis de RNAi se llevd a cabo previamente en el grupo de trabajo (Santiago-Tapia, 2019),

pero se muestra en la Figura 35 para fines informativos.
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ENA| QQK40823| QQK40823. 1 CTACCATTCGACGAAGAACAATATGGCT TTGGAAGCCGACTGCTTTC: - - - - - - - GreTe 733
ENA| EKV15436| EKV15436. 1 AGACCAACCT GCATAGT ACCCT GAAAACAAAGT ATGGGGATATGCTGATCCT TGAAGGCG 910
ENA| KDOB6652| KDOB6652. 1 GAACAATTAAAGCAAAT- - - - - - - GGAAGT GGCTGT TGAAGAAGCTGCTCAATCAAGCTC 1643
ENA| KDO73669| KDO73669. 1 €1 GGATTTAAAAGGGAAATT- - - < == == == - - - GGAAG 826
ENA| KDO45680| KDO45680. 1 N Y CCACTTAGCTGATGAACT- - - <= === === - GGCAA 775
*
ENA| QQK40823| QQK40823. 1 TAGCAGACT GTTGCAGGGCCT ATAACAT ACAAGACGAT CCGT GGAT CGAAT CGT TACGGT 793
ENA| EKV15436| EKV15436. 1 TATTTCGAT TTGCATCGGT TGCAAGCACAGAAT TAGGT GGT TGGT GCGCAGACCAGGTAT 970
ENA|] KDOB6652| KDOB6652. 1 TAGGAGGAGCAAATGGCAA- TTTATGGGAGCTAGAGAT GCTGGGGCCAAGGAAGAGCTGC 1702
ENA| KDO73669| KDO73669. 1 TCTCATGGTCTAAGTTTGA- TGCTTCATTATCAAAGT TGCAAGGGT CACAGCTAAATTGT 885
ENA| KDO45680| KDO45680. 1 TGATAGAATTAAAGCATAC- TCGATCATTGGAAAATTTGRAT- - - - < == == == =< = - - 816
* *
ENA| QQK40823| QQK40823. 1 CAAAGAAT CACACAGT GGAGCT GACGAAGGCCCT TGAAACAGGTAAAACT TTCTGTAGCG 853
ENA| EKV15436| EKV15436. 1 & coononse GGCTCTGGCTCTGRS- - GGACGAAGT GCTGOCCAAGCTGRAG: - - GG - - 1013
ENA| KDOB6652| KDOB6652. 1 G - CCAAGTTTATGGTGTATCTGAA- - AGAACAGAAAGT GACGGAGCTGCTAATTTAATA 1758
ENA| KDO73669| KDO73669. 1 T- - ACAAAGACATGGATGATAAAC: - - - - ACAAGACACTACGGAAGCAGTTA: - - TG- - T 933
ENA| KDO45680| KDO45680. 1 -------- CTGAATGAAGCTCAAG - - - - CGGAATTAATAAGGAAGAAAGTA: - - TC- - A 858
*
ENA| QQK40823| QQK40823. 1 AGCAACTCAAGAACTTTC- AGGCGOGCAGT CGTCACATTTATGAAGAGCT GGGAGECTGG 912
ENA| EKV15436| EKV15436. 1 - - CAGCATCGGCAAAGT CACCGATTCTGATCCT- - - CGGGATTCTGAAAAGGCCTCGRAG 1068
ENA| KDOB6652| KDOB6652. 1 CAAAAGT TGAGGGCTATCAAT TATGCTCTTGGT GAACT GGGT CAGT GGTGTGCT TACAAG 1818
ENA| KDO73669| KDO73669. 1 GATTACCATGOGAAGATTTTGTATTGOCT CGATGAGCTTGGTCTCATATGTGCTTATGAG 993
ENA| KDO45680| KDO45680. 1 AAAATAAATTCAACTTTGTTATATTGTTTAAGT GAGCTTGGTGT TTGGT TGGCATTGAAG 918
* * * * *
ENA| QQK40823| QQK40823. 1 GCTGTCGACTTCTTCATCAGOGCT- - - - - - - - - - - TCAATCGACCAACTACAACGCTCAA 961
ENA| EKV15436| EKV15436. 1 GAGATCAAACGAATCCAAGAAGCC- AGCCATCTTGTCAACGAATACAT TACAGACCGGGC 1127
ENA| KDOB6652| KDOB6652. 1 GTAGCACAATCTTTTTTGACAGCCT TGCAAAAT GAT GAGAGGGCAAACTACCAGCTTGAT 1878
ENA| KDO73669| KDO73669. 1 GCTGTTAAAATCTGOG: - - - - - - - - TAGAGAAAGT TCTGAAAGCCCAAGAGGAGTGTGAA 1044
ENA| KDO45680| KDO45680. 1 GCTGCAGAGACCATAT- - - - = < =< === - - CATGCTATGAAAGTGACTTTTTTGCTTGGG 964
* * *
ENA| QQK40823| QQK40823. 1 TG = - = - m s el AAGATGCTAGTGA 977
ENA| EKV15436| EKV15436. 1 ATTTATGOCGAGTGATCT - - - - < == ==« = s oe e oeoe e CAGTCCCAAACTC 1158
ENA| KDOB6652| KDOB6652. 1 GTCAAGTTCCAGGAATCCTACCTCAGTAAAGT TGTGTCTCTTTTACAATGCGAATTAGTA 1938
ENA| KDO73669| KDO73669. 1 ATTTATAGACAGAGTTCACT- - - - = = == == === osmmmmm o oe oo GCAGTGTA 1072
ENA| KDO45680| KDO45680. 1 AACAATTGGATGGGTTTGGT- - - < =< == === == === o cc e mooos GAGACAATCATTA 997
ENA| QQK40823| QQK40823. 1 TGAGATTTTCAGACCAGACAACT CTTCCATCTATCGT GCAAGCT GCGGAGCAGTATGACC 2005
ENA| EKV15436| EKV15436. 1 GOCAGOGATGOGCAATGOCAAATT- GGCCATTACTTCAAAAAG: - - - - - - - - GACTGACC 2065
ENA|] KDOB6652| KDOB6652. 1 AGT GEGGAACAGCAAGAGAAGGT T- GACCAGAATGATGAA: - - - - = - - - - - GGAGAACC 3008
ENA| KDO73669| KDO73669. 1 GAACCTTCAGAAAACAAT - - - = - = = = - == <= 2o oc e oo oo oo 2031
ENA| KDO45680| KDO45680. 1 GTCGAAAAACAT GATGCACAAAAA- COTGRGAATG: - - - = - =< == == == c = o= oo oo A 1958
ENA| QQK40823| QQK40823. 1 CTTATGTAGACCTTGCACAAGGCTGGGCTTCGGGTCAG - - CTGTGCCAAACACGCTT- - 2060
ENA| EKV15436| EKV15436. 1 AGTACAAGATGCGTACCAAGE: - - - - - CTTCAATATGG: - - - - - - - - - - GCTAGGCAGCA 2108
ENA| KDOB6652| KDOB6652. 1 ACTTCCTGGTACT GCAAGGCATAGAGAGT TCTATCCTGAAGGT GTTGCTGATATACTGCA 3068
ENA| KDO73669| KDO73669. 1~ -=-=----=-=-=--z-=- CTCAT- - - <o w e mmme e 2036
ENA| KDO45680| KDO45680. 1 ACCTTATAATGCTGAACATCCCATTTACT TCCCTCCTGAACT CGT GAATCAGAGT CCACA 2018
ENA| QQK40823| QQK40823. 1 - - GAAGATATGCAGCAATGGGTCTGTAGAT GAAGAT CTGGOCATCAGCATAATTTTGCCA 2118
ENA| EKV15436| EKV15436. 1 GGGAACCATTCCAATACGGCTTTACGCAATACTG: - - - - - - - - - ATTCGTCTCATTCCAT 2158
ENA| KDOB6652| KDOB6652. 1 GGGAGAAT- - - - - GGATCTTATCGGGAAGAGAT GGTTGCACCGECTCCAAATTGTTTCAT 3123
ENA| KDO73669| KDO73669. 1 - - TTCCAAAAAGAACGAAT CATTGCCAGGT GCAGGAACAACAAAAAGGAAGGAAT TACAT 2094
ENA| KDO45680| KDO45680. 1 AGATACGAAGATAACATACCATTGCTACTTAATCGAAT- - - - TGAAGCAGCACTTTAACT 2074
* * %
ENA| QQK40823| QQK40823. 1 AGATTGACTCCGATGCCACACCCCATTCCTCTCTACT GEGACT COGAGACGTCCTTTGAA 2178
ENA| EKV15436| EKV15436. 1 [0'c c M AGCCTTTGACC: - - CGAGCTCAC- GGGAGTATCGTCTTGCTAT 2200
ENA| KDOB6652| KDOB6652. 1 TIG - --mmmemn- TTCATGTACACTG - - TCAAATGTG- - TGAACAATGGCATTTCAA 3166
ENA| KDO73669| KDO73669. 1 GGGACAACTCCGATTCGTGCATTATCTG: - - GAAGATGGG- GAGAAAAATGTGGTGTCAT 2150
ENA| KDO45680| KDO45680. 1 ATGATATTTCAGCTCGTAATATTGTGCT- - - TGCTATGAG- GACTGAACTTGAATCTGAA 2130

*

*

*

Figura 35. Regiones para el disefio de RNAi en DCL1 y DCL2 de Penicillium digitatum. Se
muestra la estructura y la localizacion de la region de disefio. En gris se muestra la secuencia
correspondiente. EKV15436.1 y QQK40823.1 son las secuencias de DCL1 y DCL2 de P.
digitatum, respectivamente. El resto son los DCL de Ananas comosus.



6.9 Generacion de construcciones para la produccion de RNAi

La sintesis de RNAI in vitro requiere la actividad de la RNA polimerasa y de la presencia del
promotor T7. Para tal efecto, como se especifica en la seccion de Materiales y Métodos, las
regiones de disefo seleccionadas se amplificaron con oligonucledtidos especificos (Tabla 7).
En el caso de patogenos de los cuales se identificaron 2 DCLs, €stos se amplificaron de forma
independiente y después se fusionaron mediante una reaccion de PCR de fusion (Tabla 8).
Posteriormente, una vez obtenidas las fusiones, se anexaron las secuencias del promotor T7
en cada extremo del producto de fusion (Tabla 8). Para patégenos con un solo DCL

identificado, la region seleccionada se amplifico y se agregé el promotor T7 por PCR.

En las Figuras 36, 37 y 38 se muestran los resultados de la amplificacion de los DCLs con
oligos especificos, los productos de fusion (en su caso) y la adicion de secuencias T7 en los
extremos de los fragmentos amplificados para los hongos patogenos Phytophthora
nicotianae, Lasiodiplodia theobromae y Fusarium oxysporum, respectivamente. Para P.
nicotianae, se obtuvo el producto primario de amplificacion a partir de la zona de disefio
seleccionada (Figuras 29 y 32), con un peso molecular de 414 pb (Figura 36, carril DCL1Pni).
Después de la adicion del promotor T7 en ambos extremos, se obtuvo un producto de PCR

de 460 pb (Figura 36, carril DCL1Pni+T7).

Figura 36. Electroforesis de productos de PCR obtenidos de amplificar la region seleccionada en
Phytophthora nicotianae para la sintesis de RNAi (carril DCL1 Pni; 414 pb), y del producto
adicionado con secuencias del promotor T7 (Carril DCL1 Pni +T7; 460 pb). Se puede observar el
aumento del peso molecular del producto DCL1 Pni + T7 en 46 pb debida a la adicion de las
secuencias T7. MPM: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA ladder. Negativo: Control
negativo de la reaccion.
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Para el caso de los hongos Lasiodiploidia theobromae y Fusarium oxysporum se realiz6 una
contruccion quimérica, ya que para ambos hongos se encontraron secuencias anotadas como
DCL1 y DCL2. Esta construccion permitié la union en tdndem de las dos regiones
seleccionadas para ambos DCLs, lo que hace posible la sintesis del RNAi en una sola
reaccion. Brevemente, al igual que todos los productos de PCR, éstos fueron amplificados a
partir de DNAg y purificados para eliminar oligonucleotidos residuales. Con estos productos
se realizo una reaccion de PCR para incorporar los oligos complementarios. Después se
realiz6 una overlapping o PCR de fusion para la union de los DCLs por complementariedad,
y por ultimo se ralizé una PCR final para la uniéon del producto a los oligos T7 usando los

oligonucleétidos unidos al promotor T7.

En el caso de Lasiodiploidia theobromae, los productos de las regiones seleccionadas para la
amplificacion fueron de 326 y 304 pb para DCL1 y DCL2, respectivamente (Figura 37,
carriles DCL1 y DCL2). Los productos con oligos complementarios incorporados
incrementaron su tamafio en 18-21 pb (Figura. 37; carriles DCL1+comp y DCL2+comp).
Después de la incubacion para promover la complementacion de los extremos en ambos
fragmentos, y de realizar la PCR de fusion, se obtuvo un producto de 630 pb (Figura 37;
carril Unidon DCLs) para finalmente obtener un producto de 676 pb al agregar los promotores

T7 a los extremos de la molécula (Figura 37; carril Union DCLs+T7).

Figura 37. Electroforesis de productos de PCR de amplificacion de las regiones seleccionadas en
Lasiodiplodia theobromae para la sintesis de RNAIi (carril DCL1: 326 pb. Carril DCL2: 304 pb),
de los productos adicionados con secuencias complementarias, del producto de fusion (carril
Unién DCLs: 630 pb) y de la incorporacion de secuencias del promotor T7 (Carril Unidon
DCLs+T7; 676 pb). MPM: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA ladder. Negativo:
Control negativo de la reaccion.
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En el caso de Fusarium oxysporum, los productos de las regiones seleccionadas para la
amplificacion fueron de 300 y 313 pb para DCL1 y DCL2, respectivamente (Figura 38;
carriles DCL1 y DCL2). El producto de fusion resulté en 613 pb, como se esperaba (Figura.
38; carril Union DCLs). Finalmente se obtuvo un producto de 159 pb al agregar los

promotores T7 a los extremos de la molécula (Figura 38; carril Uniéon DCLs+T7).

Figura 38. Electroforesis de productos de PCR de amplificacion de las regiones seleccionadas en
Fusarium oxysporum para la sintesis de RNAi (carril DCL1: 300 pb. Carril DCL2: 313 pb), de
los productos adicionados con secuencias complementarias, del producto de fusion (carril Union
DCLs: 613 pb) y de la incorporacion de secuencias del promotor T7 (Carril Uniéon DCLs+T7;
659 pb). MPM: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA ladder. Negativo: Control negativo
de la reaccion.

Cabe senalar que para el caso de Penicillium digitatum, la construccion de la fusion DCL1-
DCL2 y la adicion del promotor T7 se llevo a cabo previamente en el grupo de trabajo

(Santiago-Tapia, 2019).

Después de obtener los productos finales esperados, éstos se purificaron y se emplearon en
reacciones de ligacion con el vector PGEM T Easy y posteriormente se transfirieron a E.colli.
Las colonias individuales transformadas de E. coli (Figura 39) se seleccionaron y se procedid

a la extraccion de DNA plasmidico.
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Figura 39. Crecimiento de colonias blancas (transformadas) y azules (no transformadas, circulo
amarillo) en medio LB suplementado con ampicilina.

6.9.1 Escrutinio de plasmidos

Después obtener células transformadas se extrajo el plasmido mediante lisis alcalina como
se describe en el Anexo VI. El DNA plasmidico fue empleado como molde en reacciones de
PCR con los oligos unidos al promotor T7. De esta manera se verifico que el inserto estuviera
en el plasmido. Como se puede observar en la Figura 40, todas las colonias seleccionadas de
la transformacion con DCL de Phytphthora nicotianae resultaron exitosas ya que todos los

plasmidos poseen el inserto de interés de 414 pb.
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Figura 40. Amplificacion de regiones esperadas de 414 pb a partir de los plasmidos extraidos de
las colonias transformadas con el inserto de interés de P. nicotianae.

Para el caso de de las células tranformadas con los insertos de interés para el patogeno
Lasidioplodia theobromae se aislaron 6 colonias. Todas resultaron positivas, con un inserto

en el tamafio esperado de 676 pb (Figura 41).

Figura 41. Amplificacion de regiones esperadas de 676 pb en los plasmidos extraidos de las
colonias transformadas con el inserto de interés de L. theobromae.
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Para el caso de Fusarium oxysporum se aislaron un total de 5 colonias, todas positivas al

amplificar las regiones de interés con el peso esperado de 659 pb (Figura 42).

Figura 42. Amplificacion de regiones esperadas de 659 pb en los plasmidos extraidos de las
colonias transformadas con el inserto de interés de F. oxysporum.

6.9.2 Secuenciacion y analisis de las construcciones

Después de verificar la amplificacion de las regiones de interés clonadas en el vector para
cada uno de los patdgenos, los plasmidos se purificaron y se enviaron a secuenciar en ambas
direcciones mediante secuenciacion capilar de Sanger. Una vez obtenidos los
electroferogramas de la secuenciacion se procedid a verificar la existencia de la secuencias

de interés unidas al promotor T7.

Como puede observarse en la Figura 43, para Phytophthora nicotianae la region enviada a
secuenciar contenia la region de interés, sin embargo, se detectaron diferencias en un par de
bases. Esta diferencia es consistente en las secuencias obtenidas desde ambos extremos del
vector, por lo que se concluye que son diferencias reales. Por otra parte, la clonacion fue
eficiente y la construccion reune las caracteristicas necesarias para emplearse como molde

en la produccién de RNAI.
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Figura 43. Analisis de secuencia de la construccion para la sintesis de RNAi de Phytophthora
nicotianae. Comparacion de la secuencia amplificada en este trabajo con la secuencia de DCL
anotada en bases de datos para DCL1 de Phytophthora nicotianae. La secuencia de DCL se
mustra en color verde oscuro. Las bases diferentes se muestran en color rojo.

En el caso de Lasidioplodia theobromae, la construccion contiene las dos regiones de interés
seleccionadas para DCL1 y DCL2 (Figura 44) sin haberse encontrado algun cambio de bases.
En cuanto a la incorporacion de las secuencias T7, se observa que Unicamente se logro la
union del promotor en el extremo que corresponde a DCL2. Posiblemente este producto se
enriquecio por una purificacion deficiente del producto de PCR previo, ya que pudo haber
acarreado oligonucledtidos especificos que carecen del promotor T7 y que se utilizan en la
sintesis de los productos de PCR primarios. Estos oligonucledtidos residuales son mas
pequetios que los que contienen al promotor T7, y por tal se unen preferencialmente a los

sitios en el ADN molde, enriqueciéndose durante la reaccion de PCR.

&9



Figura 44. Analisis de secuencia de la construccion para la sintesis de RNAi de Lasiodiplodia
theobromae. Se observa la ausencia del promotor T7 en el extremo de DCL1.

Para el caso de la construccion realizada a partir de los DCLs del patégeno Fusarium
oxyporum se observé una insercion no esperada en DCL1, marcada con letras rojas en la Fig.
45 que probablemente se trate de un intron. Ademas se encontraron varios cambios de bases
a lo largo de la construccion, y sucedié algo similar a lo observado en la construccion de
Lasidioplodia theobromae. Como se puede observar en la Figura 46 se logr6 fusionar los dos
insertos de interés para DCL1 y DCL2. De igual forma se incorpord al promotor T7 en el
extremo de DCL1, sin embargo la construccion carece de la secuencia del promotor T7 en el

extremo de DCL2.

Figura 45. Analisis de secuencia de la construccion para la sintesis de RNAi de Fusarium
oxysporum. Se observa la ausencia del promotor T7 en el extremo de DCL1. En rojo se muestran
las bases adicionadas o que sufrieron cambios en la secuencia obtenida experimentalmente.
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A pesar de que no se obtuvieron las construcciones completas para ambos patéogenos, L.
theobromae y F. oxysporum, puesto que carecen de uno de los promotores T7, la fusion de
los DCLs se logré con éxito. Para agregar el promotor faltante se pueden emplear como
molde los plasmidos que contienen la construccidn, y usar el oligonucledtido directo que
contiene a T7 en la reaccion. Haciendo uso de este proceso se podran obtener con facilidad
construcciones que contengan los dos promotores T7 y que serviran de base para la sintesis

de RNAI in vitro.

6.10 Produccion del biofungicida de RNAi

Para la evaluacion de los RNAi como control de hongos fitopatogenos, se selecciond a
Penicillium digitatum, puesto que se contaba con una construccion de fusion de DCL1 y
DCL2, con secuencias T7 a los extremos, y por lo tanto apta para la sintesis de RNAi
(Santiago-Tapia, 2019). Ademads, P. digitatum es un hongo de facil cultivo y rapida

esporulacion, condiciones que facilitan los bioensayos de actividad (Qian et al., 2019).

Para esto se procedid con la sintesis de RNAs usando el molde previamente disefiado y
construido del ensamblando de las regiones seleccionadas de los genes DCL1 Y DCL2 de
Penicillium digitatum (Santiago-Tapia, 2019). Para la sintesis se utiliz6 el kit MEGAScript
RNAi (Invitrogen) siguiendo las especificaciones del fabricante. Se logrd la sintesis de
aproximadamente 100 puL. de dsRNAs largos (IdsRNAs), de los cuales se midi6 la
concentracion en un Nanodrop (2000). Posteriormente, partiendo de la concentracion
obtenida de ldsRNAs, se utilizaron 10pug en una reaccion para la produccion de sdsRNAs de
~22-24 pb, empleando la enzima ShortCut RNAse III (New England Biolabs). Después de
la reaccion se recuperd un aproximado de 35 pL, se determin6 su concentracion en nanodrop
y se corrobord la presencia de los productos en un gel de agarosa al 2%, los cuales se

encuentran integros y en el tamaio esperado (Fig. 46).
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Figura 46. Electroforesis de agarosa a 2 % de los productos de la sintesis de RNAs de doble
cadena largos (IdsRNA) y de RNAs de doble cadena cortos (sdsRNA) obtenidos a partir de las
construcciones de DCL.

6.11 Ensayos de actividad fungicida
6.11.1 Condiciones para el crecimiento de P. digitatum

Para evaluar el efecto fungicida de los dsSRNAs obtenidos, se establecieron experimentos
preliminares para identificar las condiciones adecuadas para el establecimiento de los
bioensayos. Para esto se partid de suspensiones de esporas de Penicillium digitatum y se
realizaron resiembras en medio sélido. Se determiné el tiempo adecuado de incubacién y
temperaturas Optimas de crecimiento. Para la condiciones del laboratorio de Biologia
Molecular de la Universidad del Papaloapan, se registrd un tiempo de incubacion del indculo
inicial entre los 10 y 12 dias como tiempo adecuado para la germinacion de las esporas a una

temperatura 6ptima de crecimiento de 25 °C.
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6.11.2 Conteo de esporas de P. digitatum

Para determinar las concentraciones de esporas de P. digitatum se realizaron diluciones y se
contabilizaron las esporas en hematocitometro. La dilucion de la que se obtuvo un niimero

de esporas adecuado para el conteo al microscopio fue la dilucion 1:100 (Figura 47).

Figura 47. Conteo de esporas a diferentes diluciones. La dilucion 1:100 permitié un mejor
conteo en un rango de 10 a 50 esporas por cuadricula.

Los resultados mostraron que la mejor concentracion que permitié un niimero adecuado de
esporas para un facil conteo en cajas fue de 5 x 103 e/mL, dando un rango de 50 a 100 esporas
por caja, mientras que la concentracion de 5 x10° e/mL dificulto el conteo ya que germinaron
mas de 5000 esporas por caja (Figura 48). Una vez que se estandarizo la concentracion

adecuada para el conteo, se procedio al establecimiento de los bioensayos.
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Figura 48. Densidad de esporas germinadas de Penicillium digitatum a diferentes
concentraciones de siembra.

6.11.3 Inhibicion de la viabilidad de esporas

Una vez que se estandariz6 la concentracion adecuada de indculo para el conteo, se procedio
al establecimiento de los bioensayos, como se indica en la seccion de Materiales y Métodos.
Las esporas se trataron con los RNAs largos o cortos durante 24 h. Al término, las muestras

se plaquearon en cajas con medio PDA so6lido.

A continuacion se muestran los resultados expresados en porcentaje de inhibicioén de la
germinacion obtenidos por triplicado en tres experimentos independientes con dsRNAs

largos (Tabla 18) y dsRNA cortos (Tabla 19).
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Tabla 18. Efecto de los RNAs largos (IdsRNAs) en la germinacién de esporas de P.
digitatum.

Tabla 19. Efecto de los RNAs cortos (sdsRNAs) en la germinacion de esporas de P.
digitatum.
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Con la prueba de comparacion de medias se puede observar que la media global de
germinacion de esporas para los RNAs largos es igual a 22.83, en contraparte con la media
global para los RNAs cortos, que es igual a 14.16 esporas, siendo estas tltimas los que tienen
un efecto mas significativo en la germinacion (Figura 49). Mumbanza et al., 2013, reportan
que para Mycosphaerella fijiensis y Fusarium oxysporum, obtuvieron desde 11.8 hasta 28
esporas germinadas para M. fijiensis y 61.07 a 102.5 esporas para F. oxysporum. A pesar de
ser diferentes hongos los reportados, los nimeros de esporas geminadas para P. digitatum

caen en el rango de lo reportado con 7 a 48 esporas germinadas.

Figura 49. Diferencia de medias de germinacion de esporas por tipo de RNA utilizado en los
tratamientos (p<0.05).

Mumbanza et al, 2013 determinaron el efecto de los RNAi largos (IdsRNAs) en la
germinacion de esporas de hongos fitopatogenos, pero no trabajo con RNAi cortos
(sdsRNAs). No se conoce otro trabajo en el que se hayan echo estudios en la germinacion de
esporas in vitro usando ambos tipos de RNAi como el realizado en este trabajo en el que se

probd el efecto tanto de RNAI largos (IdsSRNA) y cortos (sdsRNAs).

Para determinar las concentraciones de dsRNAs que tienen efecto significativo en la
germinacion de las esporas de Penicillium digitatum se realiz6 un analisis de varianza de dos

vias a los resultados de la aplicacion de las diferentes concentraciones de los RNAs.
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Como resultado se encontrd que los datos no provienen de una poblacioén con distribucion
normal, por lo que se decidi6 ajustar los datos utilizando la transformacion de Johnson, la
cual esta disefiada para el ajuste de una matriz de datos que incluyen el 0 y nimeros negativos
(Minitab Support, 2018). Al realizar el reandlisis se encontraron diferencias significativas
entre las medias de los RNAs y de las concentraciones con un p< 0.05, lo cual fue
corroborado con la prueba de Tukey y la prueba de LSD de Fisher, donde para una mejor
representacion de los datos debido al ajuste se grafican las medianas para cada tratamiento

(Anexo VII).

En la figura 50, se puede observar que las medianas mas bajas de germinacion de esporas se
encuentran en los tratamientos en donde se utilizé 1y 0.125 pg de sdsRNAs con valores de
9 y 7 esporas germinadas respectivamente, no obstante, se puede observar una uniformidad

en las esporas germinadas tratadas con sdsRNAs.

La mayoria de los trabajos realizados hasta el momento muestran que existe un
silenciamiento significativo al momento de usar ambos tipos de RNAi sobre el tejido del
organismo huésped (Wang et al, 2016; Koch et al,2017; Koch et al, 2018 y Song et al, 2018),
sin embargo, no se explica el efecto de especificos de los RNAs pequefios. En este estudio
se observé un mayor efecto de RNAi pequenios (sdsRNA), asi mismo, no se logré ver un
efecto significativo al aplicar concentraciones altas de RNAi largos (IdsRNA), muy
posiblemente debido a la saturacién de complejo DICER (McLoughlin ef al, 2017) incapaz
de procesar la cantidad de RNA1 aplicada.
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Figura 50. Efecto de la concentracion de RNAI en la germinacion de esporas. Las
concentraciones de dsRNAs con el mayor efecto inhibitorio de la germinacion corresponden a
tratamientos de 125 ng/ul de 1dsRNA, 250 ng/ul y 500 ng/ul de sdsRNA (p< 0.05).

Recientemente se ha demostrado que los IdsRNA al ser absorbidos por el huesped o patéogeno
son procesados parcialmente por las enzimas DICER propias de los organismos
escindiéndolos en sdsRNA (Koch et al, 2016), lo cual al parecer incrementa la eficiencia del
mecanismo de silenciamiento. En este caso, al ser un estudio estrictamente in vitro la
magquinaria DICER del hongo podria no ser capaz por si solo de procesar una concentracion
alta de 1dsRNA, haciendo que el efecto no sea significativo, ya que para concentaciones de
Iug /ul, solo se logré un 36.28% de inhibicion (Figura 51). El caso contrario se obtuvo al
usar una concentracion menor de IldsRNAs como se observa en la Figura. 51, donde conforme
diminuye la concentracion de ldsRNA se incrementa el efecto de inhibicidn, pasando de
36.28 % a 72.12 % al reducir a la mitad la concentracion de ldsRNA aplicado (500 ng/ul),
obteniendose un mejor porcentaje de inhibicion a la concentracion mas baja con 125 ng/ul

con un 78.09 % de inhibicion.
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Esto sugiere que la capacidad de las enzimas DICER para el procesamiento de IdsSRNA es
limitada, y en los experimentos realizados en este trabajo se muestra claramente que a
concentraciones bajas los RNAs son procesados eficientemente y posiblemente escindidos a
sdsRNA, siendo estos ultimos los que finalmente tienen efecto silenciador, como se describe

a continuacion.

En el caso de los sdsRNA aplicados directamente, ocurre un comportamiento completamente
diferente a lo observado con los IdsRNAs, ya que todas las concentraciones evaludas tuvieron
un efecto significativo en la inhibicién de la germinacion de esporas de P. digitatum. La
concentracion mas alta de 1pg/pl mostrd una inhibicion del 82.07 %, la cual se mantuvo al
disminuir la concentracion, con 74.11 % de inhibicion a 0.5 pg/ul, seguido de 72.12 % a
0.250 pg/ul e incrementandose con la concentracion mas baja 0.125 pg/ul con 86.06 % de
inhibicon. Kotch ef al, 2016 y Wang et al, 2016 mostraron experimentalmente que los
1dsRNAs y sdsRNs sintetizados artificialmente son absorbidos por las plantas y se acumulan
dentro de ésta. Parte de estos dsSRNAs son transportados por el sistema vascular, siendo los
ldsRNAs parcialmente procesados por la enzima DICER de la planta o en su caso del
patdgeno, pero los sdsRNAs se quedan intactos esperando ser tranportados al patdgeno donde

ocurrira el fendmeno de interferencia de RNA y por tanto el silenciamiento génico.
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Figura 51. Representacion grafica del efecto inhibitorio de IdSRNAs y sdsRNAs sobre la
germinacion de esporas in vitro. En la grafica inferior se muestra el porcentaje de inhibicion. El
mayor efecto ocurre a concentraciones de sdsRNA de 1 pgy 0.125 pg, con 82 % y 86 %,
respectivamente.

Este mismo mecanismo podria ocurrir en las pruebas de germinacion de esporas in vitro con
los resultados antes mostrados, donde se hipotetiza que los sdsRNAs una vez introducidos
en las esporas empiezan a silenciar la traduccion del RNAm del DCL del patdégeno. Por otra
parte, los IdsRNA, al ser largos, deben ser digeridos por una enzima DICER para escindirlos
a sdsRNA y estos finalmente actian para silenciar el gen. Se han documentado algunos casos
en que los insectos y nematodos solo son capaces de absorber RNAi de mas 50-60 pb o
superiores cuando se aplican como alimento (Bolognesi e al.,2012). Ademas de ésto, existen
evidencias que indican la importancia de diversos factores, ademés de la longitud de los
dsRNAs, tales como la seleccion de la region de disefio de los dsSRNAs y la concentracion
aplicada (Joga et al., 2016). Para el caso de hongos, se ha demostrado que una gran mayoria

absorben los dos diferentes tipos de RNAi exitosamente cuando se aplican en aspersion, lo
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cual es una ventaja para el uso de RNAi como control de hongos fitopatdgenos (Wang et al,

2016).

En cuanto al rango de concentraciones que tienen un mejor efecto sobre la germinacion, se
ha demostrado experimentalmente in vivo e in vitro, que se alcanzan efectos significativos
de silenciamiento usando desde 20 ng de 1dsRNA o sdsRNA (Wang et al, 2016) hasta
concentraciones de 2 pg (Koch et al, 2018). En el presente estudio las concentraciones en las
que se obtuvieron mejores resultados fueron de 125 ng/ pl de ldsSRNA y de 125 ng/ pl, hasta
1000 ng/ul de sdsRNA, lo cual conicide con lo reportado por Mumbanza et al, 2013, quienes
aplicaron concentraciones de 600 ng/pl en los bioensayos in vitro con los hongos Fusarium

oxysporum 'y Mycosphaerella fijiensis.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que bajo las condiciones
experimentales empleadas, los sdsRNA son mas efectivos que los IdsRNAs en inhibir la
germinacion de esporas de P. digitatum, y que la actividad biofungicida alcanza un limite

maximo que no es posible superar incrementando la concentracion de los sdsRNAs.

6.12 Ensayo de silenciamiento de la expresion de DCL

El andlisis de silenciamiento génico requiere el empleo de técnicas sensibles y de caracter
cuantitativo que permitan determinar la expresion de los genes de interés. Para este tipo de
analisis, la técnica ideal es la PCR cuantitativa (QPCR), también llamada PCR en tiempo real

(Wong & Medrano, 2018).

Para el analisis de expresion de los DCLs en Penicillium digitatum se extrajo RNA de micelio
fungico incubado con 1 puL de sdsRNA (RNAIi cortos) por 72 horas en caldo Papa-Extrosa
(PD) y posteriormente se sintetizo cDNA a partir de RNA obtenido. Se verifico la integridad
del RNA mediante un gel desnaturalizante con agarosa al 1% (Figura 52) y posteriormente

se realizé una PCR para verificar la ausencia de DNA genémico (Figura 53).
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Figura 52. Electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante al 1%, de RNA total obtenido de las
muestras para los analisis de expresion de DCLs.

Figura 53. Gel de agarosa al 1% que demuestra la ausencia de contaminacion de DNA gendémico
en las extracciones de RNA. Se muestran los productos de PCR obtenidos a partir del RNA
extraido (carriles RNA Trat.1, 2, 3) sin producto amplificado, y productos amplificados a partir
del DNA (carriles DNA Pdi) como controles positivos.

Para determinar la eficiencia de los oligos disefiados para la amplificacion de cada gen
involucrado (DCL1, DCL2 y Actina) se realizaron diluciones 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000,
del cDNA de Pdi sintetizado a partir de RNA sin tratamiento, para de esta forma evaluar la
eficiencia de los oligos al disminuir la concentracion de cDNA como se observa en las

Figuras 54 y 55.
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Figura 54. Curva de normalizacion de fluorescencia (ARn) con respecto a numero de ciclos
durante la amplificacion por PCR.

Figura 55. Cuantificacion relativa (RQ) de la amplificacion de DCL2 en las diluciones seriales
de cDNA.

Como se puede observar, tanto los oligos disefiados para la amplificacion del gen de actina
como los disefiados para el DCL2, son sensibles a la cantidad de cDNA que hay en la muestra,
lo cual es un buen indicador para la realizacion de las qPCR, donde se busca detectar el

silenciamiento génico, especificamente de los genes DCL1 y DCL2.
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Este ensayo también nos indica la abundancia relativa de cada gen en las muestras basados
en los valores de Ct para actina a la dilucion 1:10 =15.5 y 23.4 para DCL2, demostrando que
el gen constitutivo es mas abundante que DCL2. Este mismo experimento se realiz6 con los
oligos disefiados para DCLI, sin embargo, el gen se empieza a expresar a partir del ciclo 22,
lo cual indica una baja abundancia del gen DCL1 en las muestras, no obstante, los valores de
Ct para las muestras concentradas como la diluciéon 1:10 (Ct= 29.1) fueron suficientes para
los fines de este trabajo de investigacion, ya que para el analisis de expresion posterior se uséd

una dilucion 1:5.

Por otra parte, las curvas de disociacion muestran un producto tinico de amplificacion en las
reacciones, como se observa en la obtencion de curvas bien definidas y con un solo pico
maximo a la temperatura sefialada por la linea punteada (Figura 56). Esto es un resultado que
garantiza que la fluorescencia corresponde al producto especifico amplificado y no existen
artefactos u otros productos de amplificacion no deseados que pudieran aportar fluorescencia

a las reacciones.

Figura 56. Curvas de disociacion (melting) de la amplificacion de DCL2 (izquierda) y el control
constitutivo de Actina (derecha).
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Para la validacion de silenciamiento génico de DCLs en Penicillium digitatum se establecid
un disefio experimental usando como materia prima el micelio del hongo siguiendo la
metodologia establecida por Islam et a/, (2021). Para este experimento era deseable realizar
las pruebas directamente sobre esporas, pero esto no fue posible ya que no se logro obtener
RNA en cantidad e integridad suficiente a partir de las esporas tratadas. Por lo tanto se empleo

micelio.

Como resultados de los tres experimentos establecidos se encontré una disminucioén
estadisticamente significativa en la expresion relativa (ER) de los genes DCL1 y DCL2 del
patdgeno con respecto al control (p<0.05), en cada uno de los experimentos, excepto por los
valores de expresion obtenidas en el experimento 2 (Figura 57). Para el primer experimento
realizado se puede observar el silenciamiento de los genes, ya que los valores de ER para los
genes DCL1 y DCL2 se redujeron 1.7 veces con respecto al control. Para el experimento 2
no se observo el silenciamiento de DCL1, sin embargo, para DCL2 se redujo la expresion en
1.7 veces. El experimento 3 tambien mostr6 silenciamiento con una reducciéon en la ER de
DCLI1 en 2.5 veces con respecto al control. Para el caso de la ER de gen DCL2 solo se redujo

en 1.04 veces.

Los trabajos previos realizados para el control de Penicillium italicum que estan directamente
relacionados con la estrategia SIGS, han demostrado un efecto en el silenciamiento de genes
DCL1 y DCL2, usando protoplastos, donde se reportan niveles de reduccion de expresion de
5.8 veces para DCLI y 2.4 veces para DCL2 (Yin et al, 2020), sin embargo, en las pruebas
donde se usaron dsRNAs desnudos se obtuvo un nivel de silenciamiento menor. Los valores
obtenidos en estes trabajo estan por debajo de lo reportado usando protoplastos, pero
coinciden con los resultados obtenidos para DCL2 en donde aplicaron 800 ng de dsRNAs

directamente en heridas de naranjas.
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Figura 57. Expresion relativa de los genes DCL1 y DCL2 en el crecimiento micelial de P.
digitatum in vitro en caldo PDA (Papa-Dextrosa). Las letras diferentes corresponden a medias
estadisticamente diferentes con p<0.05.

Los resultados de este bioensayo en medio liquido muestran que los sdsRNAs, son poco
efectivos para inhibir el crecimiento micelial del hongo en comparacién con la inhibicion de
la germinacioén de esporas, a pesar del efecto de silenciamiento génico observado. Existe la
posibilidad de que los tiempos de incubacion con el RNAi tenga influencia sobre la

estabilidad de los dsRNA..

A diferencia del experimento con esporas, donde se mantuvo el tratamiento con RNAi solo
24 h, en el experimento del micelio se llevo a cabo en 72 h. Es probable que, en este ultimo,
el tiempo de incubacion (72 hrs), ademas de los componentes propios del caldo PD (Papa-
Dextrosa), hayan promovido la degradacion de los sdsRNAs aplicados, lo cual diminuy¢ el
efecto sobre el crecimiento del hongo. Islam et a/, (2021), demostraron que el efecto de los
dsRNA aplicados para el control de B. fuckeliana en fresas fue mayor sobre el crecimiento
micelial del hongo después de las 72 horas utilizando minicélulas como vesiculas protectoras
de los dsRNAs, lo cual no sucede cuando se aplican los dsRNAs desnudos y de manera

directa.
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En este trabajo los sdsRNAs se aplicaron de manera directa al medio de cultivo, lo cual
posiblemente redujo la concentracion inicial de los RNAs utilizados. No obstante, se logro
observar una desminucion en la expresion de los genes DCL1 y DCL2 P. digitatum como

corresponde al proceso de sileciamiento génico.

De manera general, promediando los valores de ER de cada uno de los experimentos
realizados se observa una disminucion significativa con p< 0.05 para el gen DCL1 de 1.37
veces con respecto al control, asi como una disminucion de la ER de DCL2 de 1.44 veces
(Figura 58). Con estos resultados se demuestra que los dsRNA tienen un efecto significativo
en la germinacioén de esporas in vitro, sobre todo los sdsSRNAs que demostraton tener un
efecto mayor en el porcentaje de inhibicion y una reduccién estadisticamente significativa en

la expresion de ambos genes DCLs.

Estos resultados sugieren que los sdsRNAs y concentraciones bajas de IdsSRNAs se pueden
utilizar como un tratamiento preventivo de las enfermedades causadas por P. digitatum, sin
embargo, se recomienda proteger las moléculas de dsRNAs mediante el uso de
nanoparticulas, vesiculas artificiales o alguna otra forma de proteccion para garantizar el
efecto deseado y su uso como un tratamiento curativo de las enfermedades causadas por

hongos fitopatogenos.

Se ha demostrado experimentalmente que existe un mejor silenciamiento de genes DCLs
cuando se usa una construccion quimérica como molde para la sintesis de RNAi para ambos
genes en conjunto, que cuando se sintetizan y amplican RNA1 de interferencia por separado
(Wang et al, 2016; Yin et al, 2020; Islam et al, 2021), los resultados de este trabajo coinciden
con esta conclusion, y se refuerza la hipdtesis de que si se atacan a mas de un gen de
virulencia del patdgenos las posibilidades de un tratamiento preventivo y curativo se

incrementan.
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Figura 58. Resultados de ER de DCLs mediante qPCR. Se observa que existe una disminucion
de la ER de DCL1 1.3 veces con respecto al control y para DC2 1.4 veces. Letras diferentes
indican medias estadisticamente diferentes con p<0.05

6.13 Ensayos in vivo preliminares

Para comprobar la actividad biofungicida de los dsRNAs disenados para el control de P.
digitatum, se realizaron pruebas preliminares consistentes en la aplicacion de sdsRNAs sobre
la superficie de frutos de naranja. Al transcurrir 24 h de la aplicacién, se inoculd una
suspension de esporas de 5x10° e/mL de P. digitatum en el mismo sitio de aplicacion. Los

resultados de los bioensayos preliminares se muestran en la Figura 59.
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Figura 59. Ensayos preliminares de actividad in vivo del biofungicida de sdsRNAs sobre P.
digitatum inoculado en la superficie de frutos de naranja.

En el bioensayo preliminar de actividad in vivo se logré observar una tendencia general del
tratamiento con dsRNAs a inhibir el crecimiento de P. digitatum sobre los frutos de naranja.
Sin embargo, se requiere realizar pruebas detalladas para controlar las variables que
intervienen, principalmente la concentracion del indculo de hongo y las condiciones de
crecimiento, lo que permitird disminuir la variabilidad en el efecto observado y obtener

estimaciones estadisticas concluyentes.
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7. CONCLUSIONES

Se logro el aislamiento de Phytophthora tropicalis y Lasiodiplodia theobromae, en
mazorcas de cacao, dos hongos ampliamente reconocidos como patdgenos para el
cultivo. No obstante, no se logr6 el aislamiento de Moniliophthora roreri.

Por su parte, en el tejido de pifia se aislo a Phytophthora tropicalis y Fusarium
oxysporum, los cuales constituyen dos de las amenazas mas importantes para el
cultivo de pifia en la region del Papaloapan.

Se identificaron los genes DCLs en los patogenos de interés y se seleccionaron las
regiones para el disefio de los RNAI. Las construcciones para la sintesis del RNAI,
ya sea de DCLs Unicos o fusionados, se obtuvieron con ¢xito para todos los
patogenos.

Para el caso del patosistema C. sinensis-P. digitatum se sintetizaron RNAi (IdsRNA
y sdsRNA) para el silenciamiento del patdgeno y se establecieron bioensayos in vitro
en medios de cultivo PDA a concentraciones de 1, 0.5, 0.25 y 0.125 ug de dsRNAs
largos y cortos, obteniendo como resultado un mejor silenciamiento con sdsRNAs a
una concentracion de 1y 0.125 ug con 82.07 y 86.06 % de silenciamiento.

Se realizo la validacion de silenciamiento de genes DCL en Penicillium digitatum
como efecto del tratamiento con RNAi a partir de la fusion de DCL1 y DCL2,
observando una diminucion estadisticamente significativa en la expresion relativa
(ER) de los genes DCL1 de 1.37 veces y DCL2 en 1.44 veces con respecto al control.
Esto demuestra que la aplicacion de RNAi como biofungicida es eficiente para el

silenciamiento del gen objetivo.
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8. PERSPECTIVAS

Para desarrollar estrategias biotecnoldgicas para la proteccion vegetal es necesario el
reconocimiento de la microbiota asociada a los cultivos de interés comercial en la
region. El estudio del genoma, el transcriptoma y el proteoma de los patogenos de
interés en la interaccion con la planta huésped permitird ubicar los genes mas
importantes expresados durante la infeccion, proporcionando una base para hacer una
mejor seleccion de los genes dianas a silenciar.

Adicional al estudio gendémico es necesario conocer los cambios evolutivos que han
experimentado estos genes a través del tiempo y entre reinos, esto con la finalidad de
eficientizar la seleccion de las regiones mas importantes entre los genes y con ello
asegurarse de no tener efectos fuera del objetivo. Esto permitird ofrecer herramientas
seguras para el uso de RNAI para el control de hongos fitopatdgenos.

Con los resultados obtenidos se observo que existe un efecto silenciador de los RNAi
usados contra los genes DCLs de los patdgenos evaluados, sin embargo, se espera
que solo una fraccion de los RNAI sea util. La degradacion natural de los RNAi
usados es una situacién inminente, por lo que se sugiere que para obtener resultados
mas eficientes se disefie una construccion quimérica de al menos tres genes vitales
para el patdgeno. Asi mismo, existe una necesidad del uso de tecnologias de
proteccion de los RNAI para asegurar la entrega exitosa de los RNAs al gen diana, y
con ello incrementar el potencial del silenciamiento génico inducido por aspersion.
Finalmente para los patosistemas que quedaron pendientes a evaluar se sugiere incluir
al menos otro gen de importancia para el patdogeno para asegurar un efecto
significativo al momento de hacer las pruebas de inibicion in vivo y con ello aumentar

las posibilidades de éxito en la actividad biofungicida.
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10. ANEXOS
Anexo |

Preparacion de reactivos y soluciones

Solucion de Lisis para DNA

Para 30 mL, en un tubo falcén de 50 mL se mezclan 1.5 mL de Tris 50mM pH 7.5, 3 mL de
EDTA 50mM pH 8, 9 mL de SDS 3%, 0.3mL de mercaptoethanol y 16.2 mL de agua
desionizada, se agita suavemente.

Agua con DEPC

Para 1 litro de agua, adicionar 1 mL de DEPC (Sigma, D5758) a 1 L de agua desionizada y
mantener en agitacion toda la noche. Esterilizar a 15 1b/pulg2 a 121°C por 15 min para
inactivar el DEPC. Mantener a temperatura ambiente.

Gel de agarosa al 1%.

Para 100 mL de gel, en un matraz de 250mL mezclar 100mL de buffer TAE 1X y lgr de
agarosa, mezclar y calentar en microondas durante varios segundos hasta que la solucion
quede transparente y sin grumos.

Gel de agarosa 2%

Para 100 mL de gel, en un matraz de 250mL mezclar 100mL de buffer TAE 1X y 2gr de
agarosa, mezclar y calentar en microondas durante varios segundos hasta que la solucion
quede transparente y sin grumos.

Medio V8 para cepas de Phytophthora ssp.

Para preparar 400 mL de medio, mezclar en un matraz de 500 mL.

Componentes Cantidad
Agua destilada 450 mL
Jugo comercial V8 50 mL
Carbonato de calcio (CaCOs3) 05¢g
Agar 75¢g

Agitar componentes con ayuda de una parrilla de agitacion y un magneto, ajustar el pH a 5.5
y posteriormente esterilizar a 15 Ib/pulg2 a 121°C por 15 min, y vaciar en cajas de petri.
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Anexo 11

Hongos aislados de tejido de pifia y cacao

Hongos que crecieron de los tejidos de cacao y su respectiva clave de identificacion.
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Hongos que crecieron de los tejidos de pifia y su respectiva clave de identificacion.
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Hongos que se identificaron molecularmente por secuenciacion del marcador ITS
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Anexo III

Arboles filogenéticos y morfologia de hongos fitopatogenos aislados de tejido de cacao

1. HC1 Micelio Arrocetado 4 S/D

Arbol filogenético del hongo identificado como Phytophthora tropicalis (HC1 Micelio Arocetado
4 S/D). La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del fruto en donde
se aislo el hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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2. HC1 Micelio Rosa

Arbol filogenético del hongo identificado como Clonostachys rosea (HC1 Micelio Rosa). La
secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del fruto en donde se aislo el
hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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3. HC1 Micelio Blanco 1

Arbol filogenético del hongo identificado como Clonostachys rosea (HC1 Micelio Blanco 1). La
secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del fruto en donde se aisl6 el
hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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4. HC2FM-L1 Tejido Interno

Arbol filogenético del hongo identificado Entonaema pallida (HC2FM-L1 Tejido Interno). La
secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del fruto en donde se aislo el
hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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5. HC2FM-L1 Tejido Externo MB 1

Vista de la lesion y microscopia del hongo aislado a partir de la muestra HC2FM-L1 Tejido Externo
MB 1. Los electroferogramas para este patdogeno revelaron una secuencia de baja calidad,
por lo que no fue posible realizar la identificacién molecular del aislamiento.
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6. HC2FM-L1 Tejido Externo MB 2

Arbol filogenético del hongo identificado Xylaria multiplex (HC2FM-L1 Tejido Externo MB 2).
La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del fruto en donde se aislo
el hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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7. HC2FM-L1 Tejido Externo MB3

Arbol filogenético del hongo identificado como Entonaema padilla (HC2FM-L1 Tejido Externo
MB3). La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del fruto en donde se
aislo el hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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8. HC2FM-L1 Tejido Externo MB 1Crema

Arbol filogenético del hongo identificado como Pestalotiopsis microspora (HC2FM-L1 Tejido
Externo MB 1Crema). La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del

fruto en donde se ahislo el hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras
reproductivas tipicas.
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9. HC2FM-L1 Tejido Externo MB 5

Arbol filogenético del hongo identificado presuntivamente como Pestalotiopsis spp. (HC2FM-L1
Tejido Externo MB 5). La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del
fruto en donde se aislo el hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras reproductivas
tipicas.

*Para este hongo es necesario el uso de otros marcadores moleculares ya que se encontré 100%
de identidad y cobertura con al menos 3 especies diferentes de hongos.
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10. HC2FM-L2 Tejido Externo 2

Arbol filogenético del hongo identificado presuntivamente como Diaporthe spp. (HC2FM-L2
Tejido Externo 2). La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del fruto
en donde se aislo el hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.

*Para este patogeno es necesario el uso de otros marcadores moleculares ya que seencontré una
alta identidad y cobertura con al menos 3 especies diferentes de hongos del mismo género.
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11. HC2FM-L2 Tejido Externo 2

Arbol filogenético del hongo identificado Lasiodiploidia theobromae. (HC2FM-L2 Tejido
Externo 2). La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del fruto en
donde se aisl6 el hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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12. HC2FM-L2 Tejido Externo 4

Arbol filogenético del hongo identificado como Phytophthora tropicalis (HC2FM-L2 Tejido
Externo 4). La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del fruto en
donde se aisl6 el hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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13. HC2FV1-L1

Arbol filogenético del hongo identificado Pestalotiopsis sydowiana (HC2FM-L2 Tejido Externo
4). La secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del fruto en donde se aislo
el hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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14. HC3 Tejido Externo 2

Arbol filogenético de del hongo identificado Clonostachys rosea (HC3 Tejido Externo 2). La
secuencia marcada es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del fruto en donde se aisl6 el
hongo, asi como la microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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Arboles filogenéticos y morfologia de hongos fitopatogenos aislados de tejido de pifia

1. HP1 Micelio Blanco 2

Arbol filogenético del hongo identificado como Trichoderma spp. La secuencia marcada es la

obtenida en este trabajo. Se observa parte del tejido en donde se aisloé el hongo, asi como la
microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.

*Para este hongo es necesario el uso de otros marcadores moleculares ya que se encontrd una alta
identidad y cobertura con al menos 3 especies diferentes de hongos del mismo género.
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2. HP1 Micelio Morado P. Hifa S/

Arbol filogenético del hongo identificado como Fusarium oxysporum. La secuencia marcada es
la obtenida en este trabajo. Se observa parte del tejido en donde se aislo el hongo, asi como la
microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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3. HP3 2 Micelio Arrocetado

Arbol filogenético del hongo identificado como Phytophthora nicotianae. La secuencia marcada
es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del tejido en donde se aislé el hongo, asi como la
microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.

143



4. HP6 1 S/D P. Hifa

Arbol filogenético del hongo identificado como Fusarium oxysporum. La secuencia marcada es la
obtenida en este trabajo. Se observa parte del tejido en donde se aislo el hongo, asi como la
microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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5. HP6 2 S/D P. Hifa Micelio Rosa

Arbol filogenético del hongo identificado como Fusarium spp. La secuencia marcada es la obtenida

en este trabajo. Se observa parte del tejido en donde se aislo el hongo, asi como la microscopia del
micelio y estructuras reproductivas tipicas.

*Para este patogeno es necesario el uso de otros marcadores moleculares ya que seencontrd una
alta identidad y cobertura con al menos 3 especies diferentes de hongos del mismo género.
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6. HP7 2 M. Blanco T/Sin lavar

Arbol filogenético del hongo HP7 2 M. Blanco T/Sin lavar. La secuencia marcada es la obtenida

en este trabajo. Se observa parte del tejido en donde se aislo el hongo, asi como la microscopia del
micelio y estructuras reproductivas tipicas.

*Para este patogeno es necesario el uso de otros marcadores moleculares ya que se encontr6é una
alta identidad y cobertura con los generos relacionados (Cladosporium y Colletotrichum).
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7. HP7 1 Micelio Blanco T/Sin lavar

Arbol filogenético del hongo identificado como Fusarium oxysporum. La secuencia marcada
es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del tejido en donde se aislo el hongo, asi como la
microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.
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8. HP8 2 Tejido Lavado

Arbol filogenético del hongo identificado como Neopestalotiopsis ssp. La secuencia marcada

es la obtenida en este trabajo. Se observa parte del tejido en donde se aislo el hongo, asi como la
microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.

*Para este patdgeno se necesita usar otros marcadores moleculares ya que no se logro la separacion
a nivel de especie.
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9. LP9 Micelio Blanco

Arbol filogenético del hongo identificado como Pestalotiopsis ssp. La secuencia marcada es la

obtenida en este trabajo. Se observa parte del tejido en donde se aislo el hongo, asi como la
microscopia del micelio y estructuras reproductivas tipicas.

*Para este patdgeno se necesita usar otros marcadores moleculares ya que no se logré la separacion
a nivel de especie.
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Anexo IV

Identificacion de dominios y alineamiento de proteinas DCL de los patosistemas analizados en

este trabajo.

PatosistemaTheobroma cacao:Lasiodiplodia theobromae

Claves de dominios:

CLUSTAL O(1.2.4) nultiple sequence alignnent

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI

MEYQKCKGVL SSRKLLRSSNPSI KWASEI PORKESKL HNSPQPFNPQTNTQKHKVSGSNG 60

PRDRERCSARKRVRDWDEF DRRDREHVRRREHYNGSSRRDGRDRERRDREPRGYWERDRS 300
------------------------------------------------- MPDGELSADGV 11

GSNEVVFRL GTVEADRYREGKAANDKSQECNGKI EKKVEQPKEKL L EE 360
E- - PP- - - - VTAKPKAYASPSPI AEVSEE- NG - AKV- - 60
---------------------- MWLDNN- DP- - AKEDPSSPSNPKDLN 35

TRI ADASNSD4RS| ADASNSD4RS_9PEZI  SEKQNIIVANDTCSCKTHVANISRE == TAAEIESCNPDQUVVEAPTVTIECHQQECIFEKH 50
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TR| AOA061DZU3| A0A061DZU3_THECC 478
TR| AOA061CGR83| AOA061GR83_THECC 176
TR| AOA061GING| AOAD61GIMG_THECC 153
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC T- DLNVGKYWGENMDVDFWDA- AKVKQEI EKYEVLVMIPQ LLNGLRHSFFKI NM KVLI | 60

TR| AOA5N5DT14| AOASN5DT14_9PEZ| - - WLVCTAEVLAQCLVHSFI TMEQI NLLI F 29

TRI ADASNSDARS| ADASNSD4RS_9PEZ|  EPAYENRELSCNDNVDRWIDQNIDAVERNVRINVSTPAVEEDALTHAEVKEPRIALLIE 140
TR| AOA061DZU3| A0A061DZU3_THECC GVSSQVDCAI KI 532
TR| AOA061CGR83| AOA061GR83_THECC VGKDASSQWNLPKSI 232
TR| AOA061GIMG| AOAD61GIMG_THECC GVSSSSDCEAQ 205
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC DECHHA- - RGKHPYACI MTEFYHHKLEA- GVSDLPRI FGVTASPI KSKAASPVDSYWXI 117
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI DEAHHA- - KKGHSYAKI | NDYYVPT- - - - DQSKRPRI FGMTASPVDAK- - - - - 78

TRI ADASNSDARS| ADASNSD4RS_9PEZ|  DEAHNDEIRGNHPASAIVOREYHPLIANCDRDSEPKIILGETASPYWS ANASGLE| | ERSL 198

** * * PR -k k ke kkkKk-

TR| A0A061DZU3| AOA061DZU3_THECC RNLESKLDSWVCTI KDRKELERHVPMPSE! VI EYDKA- - - - - ASLWBLHEQ KQVEVAVE 587
TR| AOA061GR83| ADA061GR83_THECC NSLENLLDAKVYSI GDKEELESFVASPVVRVYNYGPV- - - - - DLGPSSSYM - - - - - - - - 278
TR| AOA061GIMG| ADA061GIM6_THECC SELESVLDCLI YTI QDRTEMEAYVPSAKESCRFYDPT- - - - - QFSSLDLKA- === ----- 251
TR| ADAOB1EY61| AOAO61EY61 THECC HELETI MNSKVYTCl SESVLAQFVPFSTPKFKFYEHM - - - - El PYV- LYA- - =< = - - - - 162
TR| AOASNSDT14| AOASNSDT14 9PEZI SDLEALLHCRI ATTSNLDLLRKTI SRPDENVVI YAPL- - - - - EKPFETPLHI KMK- - - - - 128
TR| AOASNSD4R5| AOASNSDARS_9PEZI  NAI AKT- - - - - - PKI HRTDLLRFTHRPEL VQLNYPGQYL DPSAGPPVLAALAN- - - - - - - 245
TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC EAAQSSSRRSKWOFMGARDAGAKEELRQVYGVS- - - - - - - ERTESDGAANLI QKLRAI NY 640
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC - - - - - - LCCSKLEKMKRQC - - - STLGRKNGDS- - - - - - - - QCARSTKKLLRRVHDNI | F 321
TR| AOA061GINB| AOA061GIMG_THECC - - - - - - MAEAYWLKI D- - - - - - - ASL SKLQGSPQTSFKDVDDKLKTLRKRLSNDHAKI LH 298
TR| AOAOB1EY61| AOAO61EY61 THECC - - - - - - RLVEELNVLKHECS- - - LEI LDLEA- - - - - - - - - - SATESTRKKVBKI HSALVH 203
TR| AOASNSDT14| AOASNSDT14 9PEZ| =-------- EKFADME- - - - - - - = AHRl=cococaascscossscooszaass LFQSSKE 146
TR| AOASNSD4R5| AOASNSDARS_9PEZI - - - - - - - VYHAYDI LEDPYI - - - LSLRKKASET- - TDETRDQVLRELEKLLHNRKTYI HE 293
TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC AL---- - GELGQWCAY- - - - - - KVAQSFLTALQNDER- - ANYQL- - - DVKFQESYLNKW 684
TR| AOA061GR83| ADA061GR83_THECC CL---- - ENLGLWGAL- - - - - - QACRLLL TGDNSERNEL VEDEGSL SDDSVCDRYLAQAA 370
TR| AOA061GING| ADAO61GIMG_THECC CL- - - - - DNLGLI CAY- - - - - - EAVKVCLENI PDAKEECETY- - - KEI | LQCKNFLEEVL 344
TR| AOAOB1EY61| ADAO61EY61 THECC CL---- - DELGVWLAL- - - - - - KAAEYLSCYESDFL- - - LGGKLGVWWGEKI VKNYSLVAC 249
TR| AOASNSDT14| AOASNSDT14 9PEZI AS--- - - SQLGAWCSD- - - - - - MFWEYAL QEEEAKKLESRR: - - - - - EQEYHRNKRFKS| 189
TR| AOASNSD4R5| AOASNSDARS_9PEZI QLKKLYSRALG YNELGGPPTEFYI RSCl AKF- - - = = = = == == m e e o me DAFLTNSS 333

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC S- LLQCQLSEGAVTDKDVMSTAEAENKSAEDGT SPDEI EEGELPDSYVVSGCE- - - HVDVI 740

TR| AOA061GR83| AOAO61GR83_THECC D- I FASD- - - - - - - - - - - - o e oo e e oo - CRRDGT- - - AHDI S 387
TR| AOA061GIMB| AOAO61GIME_THECC R- 11 GES-----------mmmmmmm e - LPLGDENFLNSGFD 364
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC Q LFETR-----------mmmmmm e | PSGPDWIT ANN- - 267
TR| AOASN5DT14| AOASNSDT14_9PEZI S- ALDEEVAR- - - - - - - - o - m oo e oo e oo L- REAAKMWSSHWF 211
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI HLLLDWSSAEGKHLHDML- - - - - = - - - - - e e e e e - o - ATVAAAPPVS(QH- - 363
TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC | GAAVADGKVT] 798
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC DVEI LKEPFF 445
TR| AOA061GIM6| AOA061GIM6_THECC YFKAVDLGY! SPI 422
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC VKASVDAGLLT] 326
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI GEPQLNLTCLSS 269
TR| AOASN5D4R5| AOASNSDAR5_9PEZI - - - TG HDSL 418
TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC 830
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC 496
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC 455
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC 359
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI 304
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI 460
TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC 872
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC 556
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC 497
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC 401
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI 346
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI 502

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC [BSDY! LM ERGNLSHAAFLKNARNSEETLRKEAI ERTDLSHLKDTSR- - - LI SYDMWPGT 929
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC LSEYAFLVNSGNERELNLI KNFKNDEDRMNMVEI SFRTS- - - - - - - - - - - - TEVFTSLEER 604
TR| AOA061GIMG| AOA061GIM6_THECC NSQFI MVLERGNVQORNQLYDI | RSEYSVTTTAI NRDPDLCL- - - - - - - - LKNPTVKETN 549
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TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOA5N5D4R5| AOASNSDAR5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOAO61GING| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOA5SNSD4R5| AOASN5DAR5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOA5NSD4R5| AOASNSDAR5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADAO61GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOA5SNSD4R5| AOASNSDAR5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADAO61GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASNSDT14_9PEZI
TR| AOA5NSD4R5| AOASNSDAR5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GINB| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASNSDT14_9PEZI
TR| AOA5SNSD4R5| AOASNSDAR5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOAO61GINB| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOA5N5D4R5| AOASNSDAR5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOA5SNSD4R5| AOASNSDAR5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOAO61GING| ADA061GINMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOA5NSD4R5| AOASNSDAR5_9PEZI

NSDYLLLVKSGDFFTHSRLKNYLASGDI MRKESLCHASHACS- - - - - - - - PLRNHL YDEE
NSRYLHM EEGNL RHRQL VL EARQAEKL MRQFCEAL PEDRL LKGNDADL DDL I LDRTDFR
DSKFVI MFPDDSTFVKSPEM W.DL EEQVKEAYLND- - QRVVQAAE- - - QREELEEDGDD

* *

TYRCESTGALLTLD

DPLPGTARHREFYPEGVANI L QGEW LSGRDGTEDSKI LHLYMYTI KCVNSGSSKDPFLN

GSSEDEDSRGEL HEMLVPAALKEPWI'N- - - - - LEDYVLLNSYYI KFI PDP- - - - - - E- DR
GSGAGT TKRKELHGTTCI HAL SGSWGE- - - - - KPDAAVFFAYKFNFSCNI - - - - - - 1-8v
GEl GREPYN- DDQPI FFPPELVNQ- CE- - - - - HEDMKKYYCYLI ELKONF- - - - - - DYEF
- - LALNCKKTSAYDMMTKP- - - QLQWAATRGT TPEE- - - LHI TVI ELPD- - - - - - - - GLER

NOFL EFGGESRPALEVYAELQAGLSP- - - - --------

KVSDFAVL FGKEL DAEVL SMSVDLFI ARAM TKASLVFRGS- | DI TESQLASLKSFHVRL
SYKEFGLFVKSPL PKEAERMEL DL HL ARRRSVMI KL VPSGV- AEFNRKEI MOAQHFQEMF
VYSGFVLLI ESKLADDVGNI ELDLYLI RKM VKTCVSSCGQ- VHL DADQMVKAKRFQEFF
PVHNI MLLVRSQLEI DNKSMGFEL EVDRGF- LTVNLKYVGL- | RLDPSQVI LSKRFQ AV
PNQPLAI LTRTPLPSL- - - PEFPI FLNSGTASMWQLTPLTSVFKCSFDEVQYLTTYTLRV

-------------------- TI-----------GLLHPKGW- G - - - APLMFRRFQ PD
MBI VLDVDV- - - < = === === - - DPSTTPWDPAKAYL FVPVWGDKFVDPVKE! DWDLVD
FKVI LDRSKFLSEYV- - - - - - PLGNNEVFASSSSTFYLLLPVI LHNCE- NKVMVDVKI | K

FNGLFGRLFVGSKSSGTRREFLL QNKTSSLWSPSNMYLLLPLE- DSLS- NELRI NWPAVT

FRVLNDHKVEKLTE- - - - - - - VLGDPR- SGNNSDI DYLLLPST- - YLG- QNPVI DWPSVC
FKDI FNKTYEED- - - < = - - = - - - - HAKMBYW APNKACYQVLDGGFY- GLRDI LDWAALE
RS = o

HVCNAG

ENLQQEE- - = = - = = == = = = = x @ m ot et e oo

APFDVVKATGVVPTRDVI EVQEGDL TKGKLI MADGFLHAEDL VGKI VTAAHSGKRFYVDS
GVCLELANGCRDVRDVKNSFVYAPHKVAFYFI TN
SVTECK- - - - GTNI | HFANRSVDVNNLRNWWVAI HTGRI YSI LE
M QTKSGLLCACM ENSLVCTPHNGHAYI VKG
LDKYLVDKWDGGRRFFTEC

| RYDMTAETSFPRKEGYL GPL- - - - EYS- - SYADY- YKQKYGVEL RHKQQSLI RGRGVSY
| VGEKNGYSPYRDSG- TLSHVEHLKVBDI HLKHPEQPL L RAKPLFK
LVSNTSADSSFNEI VDSV- SS- - - - EFA- - TESEY- FHKKYGl VL KHPGQPL LLLKQSHN
FLKNLTANSLLKLRNGSV- = - - = - - - - M - TYMEY- YELRHG QLRFSQVSFLDARHVFP
LKGDLKPTDPVPEDAVKGKTVEHRKDI LNYS| SLYKNMSRAKADSTWNRDQPVI EARQVLH
AFPKRRDFLHY| RDS- - - A - QYGMY- = = =« = =« oo e oo oe e

CKNLLSPRFEHSEGE- - - - - SEEAL DKTYYVFLPPELCF- - VHPL SGSLVRGAQRLPSI M
LRNLLHNRKPEDSE- - - - - - - - SNELDEYFI DLPPELCQLKI | GFSKDI GSSLSLLPSI M
PHNL L VNFNDEGVSAKASQAGL VNEKPRNHVHVPPEL L L - - VL DVPI DVLKAFYLLPSLM
VHNYLHRCKRQK- - - - - - - - - - EKESSNAFVEL PPEL CDVI MSPI S| STFYSFTFI PSI M
RRNM_AEPERREG- DLRSKVYLCPEPLR- - | STLHPAAVATI YI FPAVI
--------------------------- TKETI LPAEGFL- - MSRLPVAYSMFAAFLPSI L
T : Tx e

453
406
556

989
659
604
506
461
612

1049
719
664
556
517
617

1109

1333
935
903
760
703
694

1386
980
955
808
763
715

1439
1032
1013
858
809
746
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TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC RRVESMLLAVQLKRI | QFS------ VPASKI LEALTAAS- - ------------ CQETFCY 1479

TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC HRLENLLVAI ELKHVFSASFPEGAEVTANKVLEALTTEK- - - - - --------- CQERFSL 1078

TR| AOA061GIM6| AOA061GIM6_THECC HRLESLMLASQLREEI NFH SSNFDI PSSLI LEALTTLR- - ------------ CCESFSM 1058

TR| AOAO61EY61| AOA0O61EY61_THECC YRLESLLLATNLKKMQQDHCVONVTI PTMKVLEAI TTKK- - - - - - -------- CQENFHL 904

TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI HRI DQYLI ALEACQLLGLD- - - - - - | RPDLAL EAVTKDSDNTEEHGEEVLNFRRGVMGNNY 863

TR| AOASN5D4R5| AOASNSDAR5_9PEZI HRYELFM VQELCDTAVRSV- - G- FTNHELVLRAI TASS- - - - - - - - - - - -- - - TNENDY 788
* . .. .

* koK

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI

1539
1138
1118
964

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC

TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI 948

TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI  AFTGSKWRPRYVQDI LAT 870
* .

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC NAANHLMKW G QVESDPDEM: - - - - - - - - E 1650

TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC KAATAFLRW G RVDFQHSQV- - - - - - - - - N 1232

_ | AALHMMKW.G DAEVDPALV- - - - - - - - - VvV 1217
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC GVLFLNW G NVDFTNI PY-- - - - - - - - Q 1046
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI RDEVWKQENVDNAVKAVTNL VASPEHTMKKWS 1008
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI HKAHLCTSTFL-------------- TSLEWK 916

TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC SMVTPSSVP- - E- - - - S| - LRSVNFDALEGALNI KFKNRALLVEAI THASRPSS- - - GVS 1700

TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC N- - VCAASKRFM - - - PL- CSKVDTGALENLLGYQFLHKGLLL QAFVHPSHNKH- - - GGG 1282

TR| AOA061GIM6| AOA061GIM6_THECC EAI RCASVRTYV- - - - PT- - - - DEI Hl | ELKMGYNFSSKFFLQEALTHASV- - G- - - EFY 1264

TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC RQFKVHA------------ EKLVNVRVLESLLNYSFQDPSLLVEALTHGSYM_A- E- | PE 1092

TR| AOASN5DT14| AOASNSDT14_9PEZI EYFDAYEKPAYLD- AEPTAAQVDL VNQAEKEHPYRFRSAKLLRSAFI HPSYPYTFE- KVP 1066

TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI  SLHHCRTI LQDHAAEEHASAPVLHLERVEEL| GYTFKNKYLLLEALTHASFTAPREAASS 976
* * -k * ok

* -

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC DTSVVMRVFQPLLHPM = = = = = = oo s oo e V- 1834
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC NLNRVWKI MLSI LDPI = = = = == == == s mmmmmmeem e e e e o K- 1411
TR| AOA061GING| AOA061GIM6_THECC LNLNEVMRI VEPLLSPI = = = = =« o - o s m e me e ee e o V- 1394
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC DKHAVFRSI RPLLEPL- - = = = = = =2 oo oo e ee e e oo |- 1224
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI YDFAEVQKFFEMH KWY- - - = - - <« o e oo FE 1202
TR| AOASNSD4R5| AOASNSD4R5_9PEZI NSSL SVGDNEMVDGAEGQEKNGKVVL EEEEEL EACERFLEKI GLMDVL 1216

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC - - - - TPETLPMHPVRELQERCQ- - - - - - QQAEG- LEYKASRSGNLA- - - TVEVFI DGV- Q 1879
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC - - - - SLSTVQLNPI RELQELCQ- - - - - - SCNVD- LKFLTSKSGRN- FSVDAKVKAGDVPL 1459
TR| AOA061GIMG6| AOA061GIM6_THECC - - - - TPDKLELPPLRELNELCD- - - - - - SLGYF- | KEKCI YNGEI - VHAKLQLQLDDI LL 1442



TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC
TR| AOASN5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOASN5D4R5| AOASNSD4R5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOA5N5D4R5| AOASNSDAR5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GINB| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOA5SNSD4R5| AOASN5DAR5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOA5NSD4R5| AOASNSDAR5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADAO61GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASN5DT14_9PEZI
TR| AOA5SNSD4R5| AOASNSDAR5_9PEZI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADAO61GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOA5N5DT14| AOASNSDT14_9PEZI
TR| AOA5SNSD4R5| AOASN5DAR5_9PEZI

- - - - TPETI KF 1273
DI TI YDSYANAHPI VRLHRL FLEVL GCTEHKVMVQELPTI TPGAPVRCI - AGVYMVHN- Rl 1260
DRFVRDEVDCLHPKTQLGRLAG: - - - SDKVWME- - - - < = = <= = === = o= - < - W DEGDLD 1252

| GVAQNPQKKMA- - - < = <« cc o oce oo ea e QKLAARNAL AVLKEKETAEAK 1912
AVSAI NPNRKDA- - = - = = = === === <z o somea o | RTASQQ YAKLKALGYAPKS 1492
| GEGFDRI RKVA- - - = = <« = cc o oe oo KGKAASYLLKELENRGH SRKR 1475

KASLGGPKF 1306
| AEGVASSGKNA- - - < = -« == c = mmm oz o mmm e - KAKAAKFALDDLETMPLFQF- 1292

AGEAESPEGGVKGKRFRCRVGL GETWGDWDGETRHGAETEAADRAVL TLVAQGRS- - W 1310

1914
KSLEEVLKTSRKVEAEL| GFDETPVDV- - - - ADPDTNGSAKMKLQQSVENDFNPRI HFI N 1548
QTTDDDSLEPTNHKRQ 1500

e 1307
-------------- KEMYGCDCDEQSDEEECGDDDDDAGDL VEVGE- - AEDTHVRI VK- - 1334
---------- RGVE- RWEGASGDE E- - - - GGNG - - DGDEVKSEESEEVDQWV- - - - - - 1346

TEENG KKKKNGNQT 1928
KAI NL CKPRNSPVSSPMPSFEVKAGCVPSPI EVKGALPCSSNVDPACG DTPSRGESL( 1608

RRAKI Q- - === -=--xn-= LLEDSTTVPSPTHDSSKRACSTTPP- TPVI A- - - TI NTKKG 1543
ROV - - = = = = = =t il 1337
AGAVI GDDSDVDDA- - - = = = = = - - - - TPQPSH- = === -c o e - Alaocaeoes 1368

KRF- TFAVKV- NTADRGAMD 1977
1658

GPRTALFELCKKLLWPMPTFTATEHKSSTLVEI GEGTERKKGFI SFVSNI TLNI PRFGTI 1603

ECI GEPMPSVKKAKDSAAVLLLELLN- KWYS- - - - -
ECHESPRIKKKARAERAREGRININ -G
ECTGDARADKKSSLDSAALVMLYELEQRGKLI | GES 1639
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Patosistema Theobroma cacao:Phytophthora nicotianae

Claves de dominios:

CLUSTAL (1.2.4) nmultiple sequence alignnent

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC MEYQKCKGVLSSRKLLRSSNPSI KWASEI PQRKESKL HNSPQPFNPQTNTQKHKVSGSNG 60
TR| AOAO61GR83| ADAOBLGRE3_THECCT - - - - = == = = = == == = = & f @& @@ @@ i oo i i ioiooioio-o-
TR| AOAO61GING| ADAOBLGIMS_THECCT - - - - = = = - = == == & = & x @ & f @i oo i ol liioliolooo.
TR| AOAOBLEY61| ADAOBLEYBEL_THECCT - - - - = == = - = == =< @ = @ m @ & o @t i i il loloiolooo.
TR| AOAOVBDVUZ| AOAOWBDVUZ _PHYNI - - - - = - < - = =« @ o &t oo f ool llloliolooo.

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC SSYW.DACEDI SCDLI NDFVDFDAP| VQESVDNASNQDFFGG DHI LDSI KNGGGLPPVG 120
TR| AOAO61GR83| ADAOBLGRE3_THECCT - - - - = == = = = == == = = &< @ @ o @ f ot oo of ool ioioioiooo-
TR| AOAO61GING| ADAOBLGIMS_THECCT - - - - = = = = - = == =« @ = & x @ & ottt i o liloliolooo.
TR| AOAOBLEY61| ADAOBLEYBEL_THECCT - - - - = == = - = == =« @ = & x @ @ o @t ot i i il loliolooo.
TR| AOAOVBDVUZ| ADAOWBDVUZ_PHYNI - - - - = - < = = = = x @ ot ot @ f ool loliolooo.

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC NNNNNSSVWNGDG QDSI VGDGWEQNEPSGVSKNLAENSVPPPNGVEKNNL ESKGQEKNC 180
TR| AOAO61GR83| ADAOBLGRE3_THECCT - < - = == = = = == == = = &< @ @@ @ f @@ i@ o i il ioio-ioiooo-
TR| AOAO61GING| ADAOBLGIMS_THECCT - - - - = == = - = ==« < & = & f @ & o @t o i il loliolooo.
TR| AOAOBLEY61| ADAOBLEYBL_THECCT - - - - = == = - = == =« @ = @ x @ @ o @t it i ol loliolooo.
TR| AOAOVBDVUZ| ADAOWBDVUZ_PHYNI - - - - = - < - = = x @ o &t oo f ool llloliolooo.

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC ENSNWKLFDYSSKENGVHREDKSSCESRDRGL DSEEKCGKRARVNGSKNDRQYPSRGQYY 240
TR| AOAO61GR83| AOAOBLGRB3_THECCT - - - - = == < = = == =« @ = @ f @ @@ o m @@ @t @t i ool iiooioio-o-
TR| AOAO61GING| ADAOBLGIMS_THECCT - - - - = = = = = == =« = = @ x @ & @ f @ f ot ot i liioliolooo.
TR| AOAOBLEY61| ADAOBLEYBEL_THECCT - - - - = = = = - = == =< @ = & x @ & o @@ f oo il ioliolooo.
TR| AOAOVBDVUZ| ADAOVBDVUZ _PHYNI - - - - = - < - = =« @ o &t oo f ol loliolooo.

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC PRDRERCSARKRVRDWDEFDRRDREHVRRREHYNGSSRRDGRDRERRDREPRGYWERDRS 300
TR| AOAO61GR83| ADAOBLGRE3_THECC - < = == <= = == << o= == o= —m o m oo oo ool MPDGELSADGV 11
TR| AOAO61GING| ADAOBLGIMS_THECCT - - - - = = = = = == =« = = @ x @ & f @t ot o i il

TR| AOAOBLEY61| ADAOBLEYBEL_THECCT - - - - = == = - = ==« = @ = @ c @ @ o @ f ot ot i ol loliolooo.

TR| AOAOVBDVUZ| AOAOWBDVUZ _PHYNI - - - - = - < - = <« o &t oo f ool loliolooo.

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC GSNEVVFRLGTWEADRYREGKAANDKSQECNGKI EKKVEQPKEKL LEE! 360
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC E- - PP- - - - VTAKPKAYASPSPI AEVSEE- NG - AKV- - 60
TR| AOA061GIMB| AOA061GIM6_THECC ---------------------- MWLDNN- DP- - AKEDPSSPSNPKDLNI 35
TR| AOAOB1EY61| AOAOBLEYBL THECC - ---- - - - - cmm o mmm o i oo m o oo e e oo

TR| AOAOVBDVU2| AOAOVMBDVUZ_PHYNI - - - - oo oo m e e e e e o VDAALVEEHQREI AAV 15
TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC 420
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC 119
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC 95
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC 2
TR| AOAOVWBDVU2| AOAOWBDVU2_PHYNI 64
TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC 469
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC 167
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC 144
TR| AOAO61EY61| AOA0O61EY61_THECC TDLNVGKYWGEMD- - VDFWDAAKVKQ - - - - - - - - El EKYEVLVMIPQ LLNGLRHSFFK 51

TR| AOAOVBDVU2| AOAOVWBDVUZ_PHYNI  LQTQLARL CGHRVL CSDSNTASQAL GDQEFARKQLHNAQVQ! Al LSPLI LQEI LRKKTLD 124
. * * .- . * % * - .

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC

TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC VGKDASS 224

TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC GVSS 197

TR| AOA061EY61| AOAO61EY61_THECC | NM KVLI | DECHHA- - RGKHPYACI MTEFYHHKLEAGVSDLPRI FGMTASPI KSKAASP 109

TR| AOAOVBDVU2| AOAOVWBDVUZ_PHYNI LI NVDLLVVKDWDLVHAEL P- SFFSLLTNLVDEM - - TTATTLRI FATSTLPASKMDWAP 180
. . . . . -k . *

GVSS 524
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TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC QVDCAI KI RNLESKLDSVVCTI KDRKEL E- RHVPMPSEI VI EYDKAASLWSLHEQ KQVE 583
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC QWNLPKSI NSLENLLDAKVYSI GDKEELE- SFVASPVWWRVYNYGPVDLGPSSSYM - - - - 278
TR| AOA061GIMG| AOA061GIM6_THECC SSDCEAQ SELESVLDCLI YTI QDRTEME- AYVPSAKESCRFYDPTQFSSLDLKA- - - - - 251
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC VDSYWQXKI HELETI MNSKVYTCl SESVLA- QFVPFSTPKFKFYEHMEI PYV- LYA- - - - - 162
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVWBDVU2_PHYNI  VTNPLLKHI HVFNML- - - - - PVLSSTSMEPSFPPLHCE- - - VFENKDKS- - - - - - | EQDE 226

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC VAVEEAAQSSSRRSKWOFMGARDAGAKEELRQVYGVS- - - - - - - ERTESDGAANLI QKLR 636
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC ---------- LCCSKLEKMKRQC! - - - STLGRKNGDS- - - - - - - - QCARSTKKLLRRVHD 317
TR| AOA061GIM6| AOA0O61GIM6_THECC ---------- MAEAYWLKI D- - - - - - - ASL SKL QGSPQT SFKDIVDDKLKTLRKRLSNDHA 294
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC ---------- RLVEELNVLKHECS- - - LEI LDLEA---------- SATESTRKKMSBKI HS 199
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVWBDVUZ_PHYNI  VSVRDFLLGA- NDKKVDLVH- - VFRVELEL - - - - GNSAAVYD- - ERKKQ- - - DKVNRFI Q 274

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC Al NYALGEL GOMCAYKVAQSFLTALQNDER- - ANYQL- - - - DVKFQESYLNKWSLLQCQ 690
TR| AOA061GR83| ADA061GR83_THECC NI | FCLENLGLWGAL QACRLLL TGDNSERNEL VEDEGS- L SDDSVCDRYLAQAADI FASD 376
TR| AOA061GING| ADA061GIMG_THECC KI LHCLDNLGLI CAYEAVKVCLENI PDAKEECETY- - - - KEI | LQCKNFLEEVLRI | GES 350
TR| AOAOB1EY61| ADAO61EY61 THECC ALVHCLDELGVWLALKAAEYLSCYESDFL- - - LGGKLG- WGEKI VKNYSLVACQLFETR 255
TR| AOAOVBDVU2| AOAOWBDVU2_PHYNI  DAEVVKKHL GOWCLWKFVELELQANL Q- - - ACI VDDPDNVNNRKKRKQQQEDAVDVDD- - 329

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC L SEGAVTDKDMSTAEAENKSAEDGT SPDEI EEGELPDSYVVSGGE- - - HVDVI | GAAVAD 747

TR| ADAO61GR83| AOADB1GRB3_THECC - - = = == = === === = x o s o mwm e mao e e CRRDGT- - - AHDI SDVEI LKE 394
TR| ADAO61GINE| AOADB1GING_THECC - - = - - = = === === < x o e o memmcaoe o e i LPLGDENFLNSGFDYFKAVDL 371
TR| ADAOB1EY61| AOADBIEYE1_THECC - - = - == === = c = oo s o mmmmmmmcaoeo e e | PSGPDWIT ANN- - VKASVDA 274
TR| ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI - - = - =« = s 2 oeoe o meo e PMDGEGNDDELDS- - - - - - - - - - DEGGEVDE 350
TR| ADA061DZU3| AOA061DZU3_THECC 806
TR| ADAO61GR83| AOA061GR83_THECC 453
TR| ADA061GINB| AOA061GIM6_THECC GYI SP 430
TR| ADAO61EY61| AOAO61EY61_THECC GLL 334
TR ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI  EEVE- MVDSI QPVVYNPY- = - - = - - = = s = = x = ms s oz m e mmmmmm ez o mem e 366
TR| ADA061DZU3| AOA061DZU3_THECC 830
TR| ADAO61GR83| AOA061GR83_THECC 513
TR| ADA061GINE| AOA061GIMG_THECC 455
TR| ADAO61EY61| AOAO61EY61_THECC 359

TR| ADAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| AOAO61GR83_THECC
TR| AOA061GINB| AOAO61GINMG_THECC NSQFI MMLERG\WVQQRN 514
TR| AOAO61EY61| AOAOG1EY61 THECC DYLLLVKSGDFFTHS 418
TR AOAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI - = = = = = = = = = = —mm —mmmmmm s e mmmmmmm e me e e e ome o e o e o

GSDYl LM ERGNLSHAA 889
L SEYAFLVNSGNERELN 573

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC FLKNARNSEETLRKEAI ERTDLSHLKDTSRLI SVDM/PGTVYQVESTGAI VSLNSAYERE 949
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC LI KNFKNDEDRMNMVEI SFRTS- - - - - - - - - TEVFTSLEERMYKVDSSGASI SSGYSJISEN 624
TR| AOA061GIMG| AOA061GIM6_THECC QLYDI | RSEYSVTTTAI NRDPDLCL- - - - - LKNPTVKETNVY! VDATGASVTADSAVSIER 569
TR| AOAO61EY61| AOA0O61EY61_THECC RLKNYLASGDI MRKESLCHASHACS- - - - - PLRNHL YDEEVYRFASTGACVTLSSSYERR 473
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVMBDVUZ_PHYNI - - - - oo oo e e e oo ELVHRDTGAI L 386
TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC 975
TR| AOA061GR33| AOA061GR83_THECC (g oS NI s D A S o b I 649
TR| AOA061GINMG| AOA061GIMG_THECC [0x{eSNNEED N a4Y/E G SIENNIESes 594
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_ THECC |gaqes ail e e N I o R Ol D N S T 497
TR| AOAOVWBDVU2| AOAOVBDVUZ_PHYNI 446

SKFCDTLPGLDTYDRRPQYI VRRI S| VKHVAPSL KKAKKKLLKYN
. * % *

*

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GINB| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| ADAOVBDVU2_PHYNI
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TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| ADAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADAO61GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOAO61GING| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOAO61GING| ADA061GINMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| ADAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADAD61GR83_THECC
TR| AOA061GINB| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADAO61GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADA061GINMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| ADAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GINB| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| ADAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOA061GING| ADA061GINMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| ADAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADAD61GR83_THECC
TR| AOA061GINB| ADA061GINMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| ADAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOAO61GING| ADA061GIMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA061DZU3| ADA061DZU3_THECC
TR| AOAO61GR83| ADA061GR83_THECC
TR| AOAO61GING| ADA061GINMG_THECC
TR| AOAO61EY61| ADAOB1EY61_THECC
TR| AOAOVBDVU2| ADAOVBDVU2_PHYNI

QQAVCLAACKKLHEMGAFTDMLLPD- - - - KGSGEZAS B e s ==l e p\=a === =S
RO Y = =R T e Y o W = I o % - E EE T/ ESSDSGSSEDEDSRGEL HEM
KQLVCLEACKQLHQVGALDDHLLPT- - - - | EERte NV E Boes e el G R=I cl]
EADAGE! GREPYN- DDQPI

RSB DQVAT | HKDDVGTNSSN- - - - GETSTGDDTI V

QGEW LSGRDGTEDSKI LHLYM
KEPWIN- - - - - LEDYVLLNSYY

LGENDETPAQLADL STQSSYDL PPVSAVEL SLRPI RSL TREAASSSEEGEE- WSTTMCFY

YTI KCVNSGSSKDPFLNKVSDFAVL FGKEL DAEVL SMSVDLFI ARAM TKA- - - - - - Si_V
E- DRSYKEFGLFVKSPLPKEAERMEL DLHLARRRSVMT - - - - - -
| - SWYSGFVLLI ESKLADDVGNI ELDLYLI RKM VKT- - - - - -

GLSGAHYAI LATNEL YTGNTNTGARYDFATSGVMSPEI QPI TLAK

FRGSI DI TESQLASLKSFHVRLMSI VLDVDV- - - - - === === - - - - DPSTTPWDPAKAYL
PLGNNEVFASSSSTFYL
SCGQVHL DADQMVKAKRFQEFFFNGL FGRL FVGSKSSGTRREFL L QNKTSSLWSPSNMYL
YVGLI RLDPSQVI LSKRFQI AVFRVLMDHKVEKLTE- - - - - - - VLGDPR- SGNNSDI DYL
YPI KLTLTKQEL HDVL HFHL VWVRLACMGVQDAVRDVDI ASDN- - - VWNEFSEQNDKGYL

FVPWGIDKFV; bPVKEI DV\DLVDNI | TTDA- - - - WBNPLOQRARPDVYLGT NER:I'LC£DRR
LLPVI LHNCE- - NKVMWDWKI | KRCLSSPL- - - - FKTPA- - - - - - E------- AVEN- - G
LLPLE- DSLS- - NELRI NWPAVTACTFAVE- - - - FLNKN-

LLPST- - YLG - QNPVI DWPSVCSVLFSYE- - - - NVWKD- - - - - - HVCNAG- - - - - - = - -
VVPSVVDESKQPPTL SLDWDYVREI | GKPLLEPLWPFPTTGA: - - - - - - - T G
EYGFGKLRHG AFGHKPHPTYG RGAVAPFDVWKATGWPTRDVI EVQEGDLTKGKLI MA
N GVCLELA
NLS- - LNRTGS- - - = === == == == msmmmcoco oo SVTECK- - - - GTNI | HFA
------------------------------------------------------- M QTK
N¥e=sossosocsoscsasscaassanssaascanosanasansssaoscsaosos DPT

NRSVDVNNLRNWWVAI HTGRI YSI LELVSNTSAD- - - - SSENEI VDS- V- SSEFATFSE
SGLLCACM ENSLVCTPHNGHAYI VKGFLKNLTAN- - - - SLLKLRNGS- V- - - - - MTYME
DEW CVPTYRLNVSYVVEAVTNRTVDDI RKEYLADEQAWATHLKKGKSTPGNP- - - | LG

Y- YKQKYGVEL RHKQQSLI RGRGVSYCKNLL SPREEHSEGE- - - - - SEEALDKTYYV- - F
VEHLKVSDI HLKHPEQPL L RAKPL FKLRNLL HNRKPEDSE- - - - - - - - SNELDEYFI - - D
Y- FHKKYG VLKHPGQPL L L L KQSHNPHNL L VNFNDEGVSAKASQAGL VNEKPRNHV- - H
Y- YELRHG QLRFSQVSFLDARHVFPVHNYLHRCKRQK- - - - - = - - - - EKESSNAFV- - E
- RWOTRQQLEEADADQPLI HG QVPPI VP! | RRVMORNNDEG: - - - - S| AQYKTKFNERL

LPPELCF- - VHPL SGSLVRGAQRLPS! MRRVESM_LAVQLKRI | QFS- - - - - - VPASKI L

LPPELCQLKI | GFSKDI GSSLSLLPSI MHRLENLLVAI ELKHVFSASFPEGAEVTANKVL
MPPELLL- - VLDVPI DVLKAFYLLPSLMHRLESLM_ASQLREEI NFH- SSNFDI PSSLI L
LPPELCDVI M5PI SI STFYSFTFI PSI MYRLESL L L ATNL KKMQQDHCVQNVTI PTIMKVL
GLELD- MTLL

LI PQYTS- - RLRLTKSRFFDAMGLVPLLYEFERKCQ SHLMKI
. * - . .. * *

EALTAASCQETFC
EAL TTEKCQERFSL
EALTTLRCCESFS
EAl TTKKCQENFHL
DDATTKPAYE

*

* kkk. kK

NAANHLVKW G| QVES
KAATAFLRW G RVDF
| AALHMVKW.G DAEV
GVLFLNW G NVDF
KGARYFLKW GVSVLE

1064
734
679
570
562

1092
757
702
592
621

1146
804
748
639
666

1191

829

1413
1004
987
830
883

1465
1064
1044
890
934

1524
1123
1103
949
989

1584
1166
1151
985

1010

1644
1226
1211
1040
1067
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TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC DPDEMES- WTPS- - --------mmmmmmaae oo - SVP- - ESI LRSVNFDALEGALNI 1677

TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC QHSQUNN- - - VCA- - - - - - - - - m e e e e - - - ASKRFMPLCSKVDTGALENLLGY 1259
TR| AOA061GIM6| AOA061GIM6_THECC DPALVVE- Al RCA- - - - - - ----mmmemm e e - - - SVRTYVPT- - - DEI HI | ELKMGY 1243
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC TNl PYQR- QFKVH - - - - - - oo me e - A--em-- EKLVNVRVLESLLNY 1068

TR| AOAOWBDVU2| AOAOWBDVUZ_PHYNI  HPSTNFARPFYPDCFPNEL YDATMI SGGAEYPL SLNFKVPQFEDLP- - KRLMLLQQRLKX 1125

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC KFKNRALLVEAI THASRPSS- - - - - - - - - o o GVS 1705
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC QFLHKGLLLQAFVHPSHNKH: - - - = - = == - o oo me oo 1287
TR| AOA061GIMB| AOAO61GIMG_THECC NFSSKFFLQEALTHASV- -G == === - cssmmmmmmcco oo iceee oo EF 1269
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC SFQDPSLLVEALTHGSYMLA- - - == - === mmmmmmmm oo oo El PE 1097

TR| AOAOVWBDVU2| AOAOVWBDVUZ2_PHYNI  TFRNKRLLLEAVTHPSVGQLVLHI DQVDVNAEGNTGGDVEVMSRSQKKKKTVWKGDY! 1185

* .ok

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC 1764
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC 1346
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC 1328
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC 1156
TR| AOAOVBDVU2| AOAOWBDVU2_PHYNI 1245

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC 1802
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC 1379
TR| AOA061GIMG| AOA061GIMB6_THECC 1362
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC 1192
TR| AOAOVBDVU2| AOAOWBDVUZ_PHYNI 1305

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC

TSVWRVFQPL L HPMYTPET L PMHPVREL QERCQQQAEGLEYKA 1862
NLNRVWKI M_SI LDPI KSLSTVQLNPI RELQELCQSCNWDLKFLT 1439
TR| AOA061GINB| ADA061GIMG_THECC LNLNEVWRI VEPLL SPI VTPDKLELPPLRELNELCDSLGYFI KEKC 1422
TR| AOAOB1EY61| AOAO61EY61 THECC DKHAVFRS| RPLLEPLI TPETI KFHPVKELNELCQKEHFEQRPAT 1252
TR| AOAOVBDVU2| AODAOVBDVU2_PHYNI GQDL QLI RDVFMGPLLNTVEQDA: - - - - - - - YAYVCHESGLALDN- - 1355

R .

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC SRSGNLA- - - TVEVFI DGV- Q GVAQNPOKKVAQKLAARNALAVLKEKETAEAKEN- - - - 1914
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC SKSGRN- FSVDAKVKAGDVPLAVSAI NPNRKDAI RTASQQ YAKLKAL GYAPKSKSLEEV 1498

TR| AOA061GIMG| AOA061GIM6_THECC | YNGEI - VHAKLQLQLDDI LLI GEGFDRI RKVAKGKAASYLLKELENRG SRKR- - - - - - 1475
TR| AOAO61EY61| AOAO61EY61_THECC VSHDNGVTSI TTEVEANGWFKHT SSASNKKVARKLACKEVLKSLKASL GGPKFV- - - - - 1307

TR| ADAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI - - - GGD- - - - - - - ELMVEDLVFSSDEED- - - - = = = < = === === ms 2 mcmomeomeamao - 1372

TR| ADA061DZU3| AOADBIDZUS_THECC - - = - - = = = = = = = -« %« % & = £ = f @t @ f @ et o i ii i iiiioon
TR| ADAO61GR83| AOA061GR83_THECC LKTSRKNMEAEL| GFDETPVDVADPDTNGSAKMKLQQSVENDFNPRI HEI NKAI NLCKPRN 1558
TR| ADA061GINE| AOA061GIMG_THECC - - - - RK- - - - - QGCADST- - - = === -xmmxamx QTTDDDSLEPTNHKRQRRAKI Q- - - - 1506
TR| ADAOB1EY61| AOADBLEYE1_THECC -« = - - = = = = =« =« = < 2 @ = 2@t @t @ f @ oot o i o iii i iiiio-ion
TR| ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI - = - - = = = = & = x & ot ot ot o m ot o e f et i i il

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC -------------------- TEENG - -------------- KKKKNGNQTFTRQTLNDI C 1938
TR| AOA061GR83| AOA061GR83_THECC SPVSSPMPSFEVKAGCMPSPI EVKGAL PCSSNVDPACG DTPSRGESLQKTARSRLHEI C 1618
TR| AOA061GIMB| AOA061GIM6_THECC --------- LLEDSTTVPSPTHDSSKRACSTTPP- TPVI A- - - TI NTKKGGPRTALFELC 1553

TR| ADAOB1EY61| AOADBLEYE1_THECC -« = - - = = = =« =« %« 2 & = x o x @t @ f @ et ot i o i —ioo
TR| ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI -« = - - = = = = & =« & ot @ ot ot o m f o o f ot f e i it iii il

TR| ADA061DZU3| AOA061DZU3_THECC LRRNWPNPFYRCVNEGGPAHA- - - - - - - - - KRF- TFAVKV- NTADRGWIDECI GEPMPSV 1987
TR| ADAO61GR83| AOA061GR83_THECC Al NOWKPPLFECCEEEGPSH- - - - - - - - - LRSF- TFKVM_VI EEAPDM LECFGSPRTKK 1668
TR| ADA061GING| AOA061GIMG_THECC KKLLWPNPTFTATEHKSSTLVEI GEGTERKKGFI SFVSNI TLNI PRFGTI ECTGDARADK 1613
TR| ADAOB1EY61| AOADBLEYE1_THECC - - = - - = = - = =« =« =« 2 @ m x o f ot df et ot i o ool ioo
TR| ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI - = - - = = = = = =« & ot ot ot oot o f e e ettt iii il

TR| AOA061DZU3| AOA061DZU3_THECC KKAKDSAAVLLLELLN- KWS----- 2007
TR| AOAO61GR83| AOA061GR83_THECC KAAAEHAAEGALWYLKHEGYLH- - -- 1690
TR| ADAO61GING| AOA061GIMG_THECC KSSLDSAALVM.YELEQRGKLI | GES 1639
TR| ADAO61EY61| AOAOBIEY61_THECC - -« - <= - -2 -c=omcomcomcameo
TR ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI - - =« <<= oc s oceoeo e e
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Patosistema Ananas comosus:Phytophthora nicotianae

Claves de dominios:

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignnent

TR| AOA199VBCB| AOAL199WEC6_ANACO MERSDPASYWEDACEEDDDDAAL CDI DF SAAGGGGDDDDDFDPAAL PAL DRAADDDGGFL 60
TR| AOABPSFLMA| AOAGPSFLMI_ANACO - - - - = = = - = = ==« = &£ @ & @& @@ oo f il
TR| AOABP5GGVB| AOAGP5GEME_ANACO - - - - = - = = = = =« < & = & @ & f L ililoloiolooo.
TR| AOAL99UFRO| AOALIQUFRO_ANACO - - - - = - = = = = =« £ & = &£ @ & o @t ot i liloloiolooo.
TR| AOAOVBDVUZ| AOAOWBDVUZ _PHYNI -« - - = - = = = -« @ ot ot o f o f ool

TR| AOA199WVGC6| AOA199WEC6_ANACO SEI DRI LESI NSEQASPPAPAAAAAAAAAPPPPEI VWASEFAI AETAAAAVL GKEFVWKN 120

TR| AOABPSFLMA| AOAGPSFLMA_ANACO - - - - = = = - = == = =« = &£ & @ @ f @ @il liioio-oo- MA 2
TR| AOABP5GGVB| AOAGP5GGME_ANACO - - - - = - = = = = =« = & & © & @ f oL iiiloloooo. MEA 3
TR| AOAL99UFRO| AOAL99UFRO_ANACO - < - == === == === - - MPI PVPSP| SLPPPWHLHLLHSI - - - - - - - - - - LRPLQPI AA 32

TR| AOAOVBDVUZ| AOAOWBDVUZ _PHYNI - - - - = - < - = -« ot ot o f o f o f ool llioi_oo.

TR| AOA199WVGCE| AOA199WEC6_ANACO GGAARRDGDVRGGKRARAGDWAEERGGGGGGF RREVIRRGRGREVWEDGDRRRRGDGEWGRK 180

TR| AOABPSFLMA| AOAGPSFLMI_ANACO SAS- PTN- < - === < - -z ccommcoco oo PLK- - - RPPESPPEEGSD- - - - - - - SAA-- 26
TR| AOABP5GGVB| AOAGP5GGMI_ANACO GON- - - = = < = <= =< o m=ocommmeoco oo GVG- - - EEPQKKMKLMEEEEEPA- - AAA- - 29
TR| AOAL99UFRO| AOAL199UFRO_ANACO STN-PSD- - - == =< === == o= ococo oo PSP- - - S| PAKKPWMIQDRTRMGRRSVG- - 63

TR| AOAOVBDVUZ| AOAOWBDVUZ _PHYNI - - - - = - - - = =« @ ot ot oo f @ f il ioliolooo.

TR| AOAL199WVGC6| AOA199WEC6_ANACO RERDGL AGDRRECRRGYWERDRSGKVVYRVGF-WEPDCEREAKRVRRGSPEQTRASPESRR 240

TR| AOABPSFLMI| AOAGPSFLMA_ANACO - - - - - - - ATKKKP= - = - < = = = c ot o el 32
TR| AOABP5GGVB| AOA6P5GGVE_ANACO - - - - - - - AGr = - - =t 31
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO - - - - - - - NVKI SI REG- - - - - - - SLAFSRFAVW - < = =< <= s s cco oo 82
TR| AOAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI - < - = << c = oo oco oo a oo MDAALWEH - - - < <<= == cc o e oo 8
TR| AOAL99VBCB| ADAL99WECE_ANACO TE 300
TR| AOAGPSFLMI| AOAGPSFLMI_ANACO - < - - =----- - 81
TR| AOAGP5GGVB| AOAGP5GGVE_ANACO - - - - - - - - 83
TR| AOAL99UFRO| AOA199UFRO_ANACO - - - - - - - - 134
TR| AOAOVBDVUZ| ADAOVBDVUZ_PHYNI - <= == << o= oo oco e e oo QREI AAVARHRSVLVSSSQPVGKTFMSCALLSEAASS 45
* * . . Kk ko o. e * .
TR| AOAL99VBCB| AOAL99WECE_ANACO 352
TR| AOAGPSFLMI| AOAGP5FLMI_ANACO 136
TR| AOAGP5GGVB| AOAGP5GGVE_ANACO 134
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO 186
TR| AOAOVBDVU2| ADAOVBDVU2_PHYNI  NST- - - - QUNVVAVAASPSGRSALQTQLARL- - - - - - CGHRVL CSDSNTASQALGDQEFA 95
. * * * . *
TR| AOAL99VBCB| AOAL99WECE_ANACO 411
TR| AOAGPSFLMI| AOAGP5FLMI_ANACO 193
TR| AOAGP5GG\VB| AOAGP5GGVE_ANACO 191
TR| AOAL99UFRO| AOA199UFRO_ANACO 243
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI RKQLHNAQVQ! Al LSPLI LQEI LRKKTLDLI NVDLLVVKDWDLVHAELPSFFSLLTNLMD 155
. . . CEEE * % . E . . . * .o . * .. ..
TR| AOAL99VBCB| AOAL99WECE_ANACO LKG - - VSSQEDCAI KI RNLESKLDSI VCTVKDRKELE 465
TR| AOABPSFLMI| AOAGP5FLMI_ANACO G - - VSSVI DCEDQLSELENLLDAKI YTVADRSEI E 245
TR| AOAGP5GG\VB| AOAGP5GGVE_ANACO G - - SDSGWYSKQ FELETLMDSKVYTVASESELS 248
TR| AOAL99UFRO| AOA199UFRO_ANACO - - ASSSSGCQEQ SKLEM LDSEVYTVEDRSELE 295
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI  EMT- - - TATTLRI FATSTLPASKMDWNPVTNPLLKH HVFNMLPVLSST- - - - - - - SMEP 205
-k . * - .. . .

TR| AOAL199WVGC6| AOA199WEC6_ANACO KHVPMPLEI VI QYDKAATLWSLHEQ - - - - KQVEVAVEEAARSSSRRSKWOFMGARDAGS 521
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO YFVPSAKEVNRYYDPKLALYD- - - DLKEQLGELL SKYDNSLAQL QNSPSYQYKDAD- - - - 298

TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO QYI PFSAVKI KLYQHWDI PSDLY! RVTKRLENLK:- - - - - - LKHLQGLGDV- - ML.SS---- 296

TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO KYSPSATLVNRYYDAYKFNNE- - - KLKTKLHSSFEKI DDTLVSLQKSPSNKFKDTN- - - - 348

TR| AOAOVBDVU2| AOAOVWBDVU2_PHYNI  SFPPLHCEVFENKD- - - - - - - - - - - - - KSI EQDEVSVRDFL- - --------- LGANDK- - 239
* . .
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TR| ADA199VECE| AOA199WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLMI| AOA6P5FLM_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO
TR| ADA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| ADAOVBDVU2| AOAOVBDVUZ2_PHYNI

TR| ADA199VECE| AOA199WEC6_ANACO
TR| ADA6P5FLM!| AOA6P5FLM_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO
TR| ADA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| ADAOVBDVU2| AOAOVBDVUZ2_PHYNI

TR| ADA199VECE| AOA199WEC6_ANACO
TR| ADA6P5FLM!| AOA6P5FLM_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO
TR| ADA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| ADAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| ADA199VECE| AOA199WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLM!| AOA6P5FLM_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| ADAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| ADA199VECE| AOA199WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLMI| AOA6P5FLM_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| ADA199VECE| AOA199WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLMI| AOA6P5FLM_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO
TR| ADA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| ADAOVBDVU2| AOAOVBDVUZ2_PHYNI

TR| ADA199VECE| AOAL99WEC6_ANACO
TR| ADA6P5FLM!| AOA6P5FLM_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO
TR| ADA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| ADAOVBDVU2| AOAOVBDVUZ2_PHYNI

TR| ADA199VECE| AOA199WEC6_ANACO
TR| ADA6P5FLM!| AOA6P5FLM_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO
TR| ADA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| ADA199VECE| AOA199WEC6_ANACO
TR| ADA6P5FLM!| AOA6P5FLM_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| ADAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| ADA199VECE| AOAL99WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLMI| AOA6P5FLM_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO
TR| ADA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| ADA199VECE| AOA199WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLM!| AOA6P5FLM_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO
TR| ADA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| ADAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI

KEELR- - - - - - LVYGVSERT- - ESDGAANL | QKL RAI NYAL GEL GOMCAYKVAQSFL TAL
El - - | KASRKRLSNNHAKI CHCLDDVGLI CAI EATKI CTETL
AA- - EESARKRI SRLHATFI YCL SHLGLW.AAKAAESL SRKE
El - - LEASKKSLSCYHAKI LYCI DNLGLI CATEAAKVCI ENI

KVDL VHVFRMVEL EL GNSAAVYDERKKQDKVNRFI QDAEVVKKHL GOMCLVWKFVEL EL QAN

DERANYQVDVKFQEQYL MKVWGL L QCQL SEGAVTKNDSDNANVRNGDCQCT

- HL- - PYTPDSCNL SL ENL QHHKDFLKEVLHTI EENLHDGYE- - - - - - - - TLLNSEGGC-
- TYLFFWGEKKDEL GENTVRLFSQAVFEVLS- - - EYVSKD- - - - - - - - - - R- - Cl GDDF-
- HA- - LYATEEFEFSKKSLKLYLCYLEEVLLSI EEI LPQGYY-------- ELI NTECGS-

LQAC! VDDPDNVNNRKKRKQQQEDA:- - - - VDVDDPMDGEGND- DEL DSDE- - - -

EEL EEGEL PDSHAVSGGEHVDI | | GAAVADGKVT]

QELTRRGY!I S

SDY! LMLERENL SHETFLRNARN
SQY! | MLERGNVMQRDLL- - - - -
ISDYLLI VDRSYLSWPI VPTRYWH
ISYYVLM.ERGNVEQRDQL - - - - -

= = KEAI ERTDLSHLKGTPRLNP- - - - - - - -
FDI MRSKHSMT- DTTL HRDPDAYSFKL
DTTPVPMAQL KTPYFSNNADSANL SKLASFLKSGDI MREESLKL - AATRCKPLD-
FDI MLSEYYVQ NFASCRDN- | TSFSD

ERCGEKV- EQNDEGDPLPGTARHREFYPE- - GVAEI LQ- - - - - GEW LSGRDGSHKCQLFK

LEHEND- KKTKKTADGAGT TKRKELHGT- - TTI SAMS- - - - -
SDDGDQDTAI ESYRDDQP- - - - - - - - - DSWFAFLGLGLYHC- - YK
METNYA- - GSDNYTSGAGT TKRKELHGMW - TNVCALS- - - - - GSWAHRPDNVTLNA- - YG
| HKDDVGTNSSNGETSTGDD- - Tl VLGENDETPAQLADLSTQSSYDLPPVS- - - - A- - VE

GVTLQG - YK

DFAVL FGSEL DAEVL SMITMDLFVAR
NFVLLI DATLDEDVASLELNLYLLD
| MFDQSSC- - - ------- VDAAFR- - - - - - - - - - - DM LVVKSDLGSDFVNTSFNLEG R
LSFVC- DQ GFl LLI ESTLDDDVASAEI ELFLI P
LSLRPI RSL TREAASSSEEGEEVWSTTMCFYGLSGAHYAI LATNEL YTGNTNTGARYDFAT

573
338
336
388
299

686
422
415
472
359

745
482
475
532

805
537
535
587

831
563
588
612

1046
761
774
809
651
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TR| AOAL99WSC6| AOAL199WEC6_ANACO TMVTKAS- - - - LVFRGPI El M - ETQLVLLKSFHVRLMSI VLDVDVE- - - - - - - - - - - - - 1087
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO - KMAKAT- - - - VSRCGPI ELG - MEQVEQAKL FQEL FFNGL FGKL FMGSKL SGVPRQF- L 813
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO DSL- TUN- - - - LKYl GVI HLS- - REQVTMAKRFQTTVLSVLI HHDVAK- - LNNI S- DC- - 822
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO DKTVYTF- - - - VSPCCKI QLD- - KEQVEKAKLFQEFFFNG FGRLFRRSR- CGVQREF- L 861
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVWBDVU2_PHYNI  SGVMSPEI QPI TLAKYPI KLTLTKQELHDVLHFHLVWWMRL- - - - - - - - - ACMGVQDAVRD 702

TR| AOAL199WSC6| AOAL199WEC6_ANACO - - - PSTTPWD- - - - - PAKAYLFVPI VAEKCV- NPVEEI DWWLI DNI VNEHAVKNPLQRAR 1138

TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO LKEDDTLLWS- - - - - TLNMYLLLPLKPSSVQDHGGVSI NVEG NESASLVRLMRNI HSPT 868
TR| AOA6P5GGWB| AOA6P5GGVB_ANACO - - - LPKELPS- - - - - TEVWYLLLPLI AGK-------- VDWPCl KSAVFSAGTVG- - - SQD 863
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO FREGHEI LWS- - - - - SFNMYLLLPLKPSQLS- HANTNI NWAVI DACSSVVEYLRSI YSLD 915

TR| AOAOVBDVU2| AOAOVWBDVUZ_PHYNI VDI ASDNVWNEFSEQNDKGYL VWPSVVDESKQPPTLSLDWDYVREI | GKPLL- EPLWPFP 761

TR| AOA199WSC6| AOAL199WEC6_ANACO PDVYL GTNERTL GGDRREYGFGKL RHGVAFGQKAHPTYG RGAVAEFDVVKASGLVPNRD 1198

TR| AOA6P5SFLMI| AOABPSFLMA_ANACO - - - -« === = ===~ - AKNN- = - = = c s mm e LLDGSS- - - - - - 878
TR| AOA6P5GGVB| AOABP5GGVD_ANACO - - - <= = == - - TVBC: - -« = s m s s e e CCRI---=---- 871
TR| AOA199UFRO| AOAL99UFRO_ANACO - - - -« === -=--=- e CPGSSS- - - - - 924
TR| ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI T- = - TGAT-- -« G- === === == -somcm-x Ne-oo--- AKDPTDEW CVPTYRL- - - - - 784

TR| AOAL199WVSC6| AOAL199WEC6_ANACO YGVSMDEAYYYSQGKLFMADTCVDTKEL VGRI VTAAHSGKRFYVDSVRYEMNAEN- SFP- 1256

TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLMA_ANACO - - - - - NNSTNEEEDI | HLANKSEVRQONVKNI WLAI HTGKI YSVLEVSTDLSADS- PFD- 931
TR| AOA6P5GGWB| AOA6P5GGVB_ANACO - --------- GVARFVQT| DGHMCSCQLONSLVYTPHNHHFYCVTG LNDLNANS- HLK- 919
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO - - TALNSTGTLSEEM HLANKSLNI WCLKDSVVLSI HTGRI YSVLDVI YDSTPES- SFA- 980
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVWBDVU2_PHYNI - - - - - NVS------mmmmaa - YWEAVTNR- - - - ------- TVDDI RKEYLADEQAWAT 814

TR| AOAL199WSC6| AOAL199WEC6_ANACO - RKEGYLGPLEYSSYADYYRQKYGVEL| YKKQPLI RGRGVSYCKNLLSPRFEHSEAR- - - 1312
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO - GASD- NPASAYKTFSEYFNKKYG VLKHSTQPLLL L KHSHNPHNL L SSKSKDEGDAVAA 989

TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO - LK- - - - - CGDVL TYKNYYKTRHHLDL | CDVEPL LAGRQLLKVQNFHL RRPFRKE- - - - - 968

TR| AOAL199UFRO| ADAL99UFRO_ANACO - EMSD- EKPTSFASFADYYYQKYNI ALQHPGQPLLLLKQSHNPHNLLFAKSKYKDGS- - - 1035
TR| AOAOVBDVU2| ADAOWBDVU2_PHYNI HLKKGKSTPG- - NPI LGRWITRQQLEEADADQPLI HG QVPPI VPI | RRVMORNN- - - - - 867

TR| AOAL199WEC6| ADAL99VBCE_ANACO - - DGESEENLDKTYYVF- LPPELCL- - V- - - - - - - - HPLPGALVRGAQRLPSI MRRVESL 1359
TR| AOABPSFLM4| AOAGPSFLIMA_ANACO KTHNGS! PVRKPQNHVH MPPELLV- - H - - - - - - - I NI PLDVLKSFYLLPSLMHRVESL 1038
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO - - - - - - - - KESSGVNI E- LPPELCRVI L-- - ----- PAl SVDTLCSFSFAPSI MHRI QCM 1011
TR| AOA199UFRO| AOAL99UFRO_ANACO - - TGEW LVEKEQVHAR: | PPELLV- - H - - - - - - - | DVBVDI LKSFYLLPSVMHRLESL 1082

TR| AOAOVBDVU2| AOAOVWBDVUZ_PHYNI - - DEGSI AQYKTKFNERLLI PQYTSRLRLTKSRFFDAMGLVPLL YEFERKCQ SHLMKI 925

TR| AOAL99VBCB| AOAL99WEC6_ANACO LLAVQLKDM - - - - - - NYPVPASKI LEAL TAASCQETFCY 1413
TR| AOAGPSFLMI| AOAGPSFLMI_ANACO M.ASQLRREV- AFNPSNSCI PSSLI LEAI TTMRCCEDFSL 1097
TR| AOAGP5GGVB| AOAGP5GGME_ANACO LLASRLKKI LLDHCVENVNI PAI KLLEAL TTKKCREEYSL 1071
TR| AOAL99UFRO| AOA199UFRO_ANACO M.ASQLRLDI - GCSDNNTNI SSSLI LEAI TTLRCCENFSL 1141
TR| AOAOVBDVUZ| ADAOVBDVUZ_PHYNI - < - == << -2 oo oo oo oo - GLELDMTLLDDATTKPAYE| 963

TR| AOAL99VBCB| AOAL99WECE_ANACO 1472
TR| AOABPSFLMI| AOAGP5FLMI_ANACO 1156
TR| AOAGP5GG\VB| AOAGP5GGVE_ANACO 1127
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO 1200
TR| AOAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI 1013
TR| AOAL99VBCB| AOAL99WECE_ANACO 1527
TR| AOAGPSFLMI| AOAGP5FLMI_ANACO 1200
TR| AOABP5GGVB| AOAGP5GGVE_ANACO 1156
TR| AOAL99UFRO| AOA199UFRO_ANACO 1243
TR| AOAOVBDVU2| ADAOVBDVU2_PHYNI 1036
TR| AOAL99VBCB| AOAL99WECE_ANACO | AANHLMNW G| QVELDPLEI PP- PKPYNI - < = == <<= == == - - - 1571
TR| AOAGPSFLMI| AOAGP5FLMI_ANACO SAAI Al LQAFGI DCEFEHEL| VEATRTAS! - - <= = ===« === - - 1245
TR| AOAGP5GG\VB| AOAGP5GGVE_ANACO SAALI FVKSI GVEI EFHKQWVEKPVLANP- - - - < = <<=« - -2 - - 1201
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO SAALSLMBW.GFNVTFTTKLVQDAKFSASH- - - - < = ===« = == - - 1288

TR| AOAOVWBDVU2| AOAOWBDVUZ_PHYNI KGARYFLKW GVSVLEHPSTNFARPFYPDCFPNEL YDATMISGGA 1096

TR| AOA199WSC6| AOAL199WBC6_ANACO - --------- PESVVRSI DFDSLEGTLNNRFRDRGLLVEAI THASRPSSG- - - ----- - - 1611
TR| AOA6P5FLM4| AOA6P5FLMA_ANACO - --------- WGYLPKI DEI El LEAKLGYRFDVKGLLLEAI THASRQELG - -------- 1285
TR| AOA6P5GGWB| AOA6P5GGVB_ANACO -------------- EMLI NVKQLEGLLNYKFNDPSLLVEALTHGSYQVPD- - - - - - - - - - 1237
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO ---------- LPYFLKKNDI EELESKLNYRFSVKGLLLEAI THPSLQELG- - -------- 1328

TR| AOAOVBDVL2 | AOAOV\BD\/UZ:PHYNI EYPLSLNFKVPQFEDL PKRLM.L QQRLKXTFRNKRLLLEAVTHPSVGQLVLHI DQVDVNA 1156

161



* - * * ke kk Kk K

TR| AOA199VECE| AOALIOWBCE_ANACO - - = - === === ===z - -
TR| AOA6P5FLM| AOABPSFLMI_ANACO - - = - = <= === ===z - -
TR| ADA6P5GGVB| AOABP5GGVE_ANACO - - = - = <= === - ==z - -
TR| AOA199UFRO| AOALT9QUFRO_ANACO - - = === === ===z - -
TR| ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ2_PHYNI  EGNTGGDVEVMBRSQKKKKTVWIKGDYI

TR| ADA199VECE| AOA199WBC6_ANACO
TR| ADA6P5FLMI| AOA6P5FLMI_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVE_ANACO
TR| ADA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| ADAOVBDVU2| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| ADA199VECE| AOA199VBC6_ANACO
TR| AOA6P5FLMI| AOA6P5FLMI_ANACO
TR| ADA6P5GGVB| AOA6P5GGVE_ANACO
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVU2_PHYNI

TR| AOA199WSCE| AOAL199WEC6_ANACO VTPETLP

MHPVREL GERCQQQAEGL EYKATRAGNVATVE: - VFVDG- VQ Gl AQNPQKKM
TR| ADA6PSFLMA| ADA6PSFLMA_ANACO VTPENLEL APYREL TEL CSHHGYFLKVSCVNERDVWVAI LEVQUKDVL LI RQGRERSKKD
TR| ADA6P5GGVB| ADAG6PSGGVB_ANACO VTPETI EYHPVREL NEL CSRKSYKKSYRVTHQNGVAS! VAEVQADGSSYTATRTGPNKKT
TR| ADA199UFRO| ADA199UFRO_ANACO | TPDKLVLPPVREL| ELCSHLGFFI NTQCKTGEEWV- AEI SVQLGDDLLI AHGHDKNRKG
TR| ADAOVBDVU2| ADAOVBDVUZ_PHYNI VEQDAYA: - - - - - - - YVCHESGLALDN- - - - GGDEL - MEDLVFSSD-

TR AOAL99VECE| ADALOOVECE_ANACO [N < £ DSAL KRDPEKNGERRNG: - - - = - = - = = - = - - - -
TR| AOA6PSFLMA| ADABP5FLMA_ANACO AKGQAAFLLLKDLEERGL YHSRYASKRGSEENDVE! KNTEDSHDI TVDKDKPTQPREKEL

TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVE_ANACO AKKLAAKAVL QSLKAGTSQTTKDVN- - | EAHLSCM

TR| ADA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO AKAKAALHI LRDLEL GPSPDYSFAENN- - - - - - oS
TR| ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI - - = - = <« =« @ o m x o m ot ot e et e i ii oo

TR| AOALOOWECB| AOALIOWECE_ANACO - - - = === === = e o me e o TQVFTRQTLNDI CLRROWPNMPQYRCVNEGGP
TR| AOA6P5FLM!| AOA6P5FLMA_ANACO TDSGNNRGDSVL SAPAHL TVKMKGGPRTAL YEL CKRL QWPNPSFESNAEKL SEDI VCPG
TR| AOAGP5GGEVD| AOABPSGGVE_ANACD - - = - = = = = = = == = === o m e e e e e e
TR AOA199UFRO| AOAL99UFRO_ANACO - - - - LLDDYSRQKQPVNL SLKVEKGGSRTALFQLCKI FOWPMPKFEFTEQRFRTPI | | DG
TR AOAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI - = = = = = = = = =% o mm e e et e e ome e me o

TR| ADA199VECE| AOAL99WEC6_ANACO - - - - AHAKRFVYAVRVNTSDRGATDECI GEPMPSVKKAKDSAAVL L L EL L NRSYPDNNNN
TR| ADA6P5FLM!| AOA6P5FLMI_ANACO LRGGVGPQ FVSNI TLHLPNC- AVI NL TGERRPDKKSSQDSAAL VML YEL ERRGKCL| KE
TR| AOA6P5GGVD| AOABP5GEVD_ANACO - - = - = = = = = = = = = = &= x @ s f e d i iaoiiooa-
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO VAT- PNFNSFTSAI TLHI PNS- KVWTL L GEERTDKNAAKDSAAL AM.LKLQQL GLCVLEK
TR| ADAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI - - = - - =« =« @ o x x o ot ot e et e i oo

TR| AOAL199WSC6| AOAL199WECE_ANACO NNNNNDNDI NNNNNHNNNNNNNNNK 1948

TR| AOA6P5SFLMI| AOABPSFLMA_ANACO | - = < == === =comcomcaoca oo 1660
TR| AOA6P5GGVD| AOABP5GGVD_ANACO - - = = < = = === = c - mc o mco e e oo
TR| AOA199UFRO| AOAL99UFRO_ANACO P- - -« == == o cc o ccoocaoca oo 1665

TR| AOAOVBDVUZ| AOAOVBDVUZ_PHYNI -« = =« == === sc o meo e oca oo

hoeoke ke oo kkoe o ow s

DTS| VW VFQPLLHPM
L DLNKVVEI FKQLLSPI
KETVWI'S| KLLLEPI
NLDMWQ FKPLLSPI
QLI RDVFMGPLLNT

1649
1324
1276
1367
1216

1692
1367
1319
1410
1276

1746
1420
1371
1463
1336

1803
1480
1431
1522
1372

1836
1540
1464
1550

1867
1600

1606

1923
1659

1664
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Patosistema Ananas comosus:Fusarium oxysporum

Claves de dominios:

CLUSTAL (1.2.4) nmultiple sequence alignnent

TR| AOAL99VBCB| AOAL199WEC6_ANACO MERSDPASYWEDACEEDDDDAAL CDI DF SAAGGGGDDDDDFDPAAL PAL DRAADDDGGFL 60
TR| AOABPSFLMA| AOAGPSFLMA_ANACO - - - - = - = = = = ==« < & = @£ @ & & @@ f i iiioiioiooo.
TR| AOABP5GGVB| AOAGPSGGMD_ANACO - - - - = - = = = = = &< & = £ @ & f L iiioioiolooo.
TR| AOAL99UFRO| AOALIQUFRO_ANACO - - - - = - = = = = =« = & = £ @ & f ot o i liioliolooo.
TR| AOAOJOVAE2| AOAOJOVAED FUSOA - - - - = = - = = = &« & x & @ f o e oL iiloliolooo.
TR| AOAOJOVWGO| ADAOJIOVMBI_FUSOA - - - - = <= = = <= oo @ o s oo oo oo ool M.LRAKHYPQTFF 13

TR| AOA199WSC6| AOA199WEC6_ANACO SEI DRI LESI NSEQASPPAPAAAAAAAAAPPPPEI VWASEFAI AETAAAAVL GKEFVWKN 120

TR| AOABPSFLMA| AOABPSFLIMA_ANACO - - = = = = - = = = = = m @ o m ottt ot e e e e MA 2
TR| AOABP5GGVE| ADABPSGAVD_ANACO - - - = - - = = = = = = @ @ = mm o m ottt @ e MEA 3
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO - ------=---------- MPI PVPSPI SLPPPWHLHLLHSI - - - - - - - - - - LRPLQPI AA 32
TR| AOAOJOVAE2| ADAOJOVAE2 FUSOA - - = = = = == = = = m m o mm ot oot e oot ot et d et d e e oo

TR| AOA0JOVWE| AOAOJOVWEI_FUSHA RS------- LAFHQSLSCVKI T- - SPKRTRI PQHLARL- - - === === === oo oo oo oo - 42

TR| AOA199WVGC6| AOA199WEC6_ANACO GGAARRDGDWRGGKRARAGDWAEERGGGGGGFRREVIRRGRGREVWEDGDRRRR- GDGEVWGR 179

TR| AOABPSFLMA| AOAGPSFLMI_ANACO SAS- PTN- < = == =< - == s ommcoeam - PLK- - - RPPESPPEEGSD- - - - - - - - SAA- 26
TR| AOABP5GGVB| AOAGP5GGMI_ANACO GGN- - - = = < = == =< o m= s o mmcoco oo OVG - - EEPQKKMKLMEEEEEP- A- - AAA- 29
TR| AOAL99UFRO| AOAL199UFRO_ANACO STN-PSD- - - == =< === == o= ococo oo PSP- - - S| PAKKPWMIQDRTRM: GRRSVG- 63
TR| AOAOJOVAE2| ADAOJOVAE2_FUSOE - < < = == === == om o s omooomooo oo MBDHEY!I DTDDEDD- R- - - - - - 15

TR| AOAOJIOVWED| AOAOJOVWEI_FUSA ---------------- RHONYYS- - - - --------- LLPHGRKMVEI DEEKSLNSGSADS 73

TR| AOA199WVGCE| AOA199WEC6_ANACO KRERDGL AGDRRECRRGYWERDRSGKVVYRVGFWEPDCEREAKRVRRGSPEQTRASPES- 238

TR| AOA6PSFLMA| AOA6PSFLMA_ANACO - - - - - - - - L 32
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO - - - - - - - - AG = - = e e e e 31
TR| AOAL99UFRO| AOAL99QUFRO_ANACO - - - - - - - - NVKI S| REG- - - - - - - SLAFSREAVW - - < - = < < < < <o oo e 82
TR| AOAOJOVAE2| AOAOJOVAE2_FUSO4 - - - - YRLI VNPSKPRKI T- - - - - - EKKL RDQAAL QAHIIEKTQRDAASSE S RSAAPESY 58
TR| AOA0JOVWGO| ADAOJOVVED_FUSO4 SRSES- - PATTSTPSPM - - - < - =< - o= - - - - | DVEET----------- VTLI PTDK 102
TR| AOAL99VECE| AOALIOVECE_ANACO - RRTED- 296
TR| AOA6PSFLMA| AOA6PSFLMA_ANACO - - - - - - =< - -~ - - - 77
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVD_ANACO - - - - - - - - - - - - 79
TR| AOAL99UFRO| AOALIQUFRO_ANACO - - - - - - - - - - - - 130
TR| AOAOJ9VAE2| ADAOJOVAE2_FUSO4 117
TR| AOA0J9VWGO| ADAOJOVVEY_FUSO4 ALNRKQKAANKSKDASPVPDI | 162

*k kKK

TR| AOA199WSC6| AOA199WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLM4| AOA6P5FLIMA_ANACO
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| AOA0J9VAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4
TR| AOA0JIVWEI| AOA0JIVWE_FUSTA4

TR| AOA199WSC6| AOA199WEC6_ANACO 411
TR| AOA6P5FLM4| AOA6P5FLIMA_ANACO 193
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO 191
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO 243
TR| AOA0J9VAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4 235
TR| AOA0JIVWEI| AOA0JIVWE_FUST4 273

TR| AOA199WSC6| AOAL199WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLM4| AOA6P5FLIMA_ANACO
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| AOA0J9VAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4
TR| AOA0JIVWEI| AOA0JIVWEI_FUST4

L KGVSSQEDCAI KI RNLESKLDSI VCTVKDRKE- LEKH 467
GVSSVI DCEDQLSELENLLDAKI YTVADRSE- | EYF 247
GSDSGVVYSKQ FELETLMDSKVYTVASESE- LSQY 250
SSSGCQEQ SKLEM LDSEVYTVEDRSE- LEKY 297
KD- - - - VRDTALELERSLDSQ ATI SDEVL- METM 286
EKLENTMDAI CVTPTTHREQLLKH 325
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TR| AOAL199WVGC6| AOAL199WEC6_ANACO VPM PLEI VI QYDKAATLWSLHE- - Q1 - - - - KQVEVAVEEAARSSSRRSKWOFMGARDAG 520
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO VPS- AKEVNRYYDPKLALYD- - - - - DLKEQL GELL SKYDNSLAQLONSPSYQYKDAD- - - 298
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO | PF- SAVKI KLYQHWDI PSDLY! - - RVTKRLENLK- - - - - - LKHLQGLGDV- - MLSS--- 296
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO SPS- ATLVNRYYDAYKFNNE- - - - - KLKTKLHSSFEKI DDTLVSL QKSPSNKFKDTN- - - 348

TR| AOA0JIOVWED| AOAOJIVWEI_FUSO4 VNK- PHLI RSLYDATKI PPRTPLMQQLQSEYSNVDI AKDPEVLKLK:- - - - - - ALVANDEK 378

TR| AOA199WSC6| AOA199WEC6_ANACO SKEEL RLVYGVSERTESDGAANLI QKL RAI NYALGEL GOMNCAYKVAQSFLTALQN- - - -- 575
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO - ------------ El | KASRKRLSNNHAKI CHCLDDVGLI CAl EATKI CTETLHL- - - PY 342
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO - ------------ AAEESARKRI SRLHATFI YCLSHLGLW.AAKAAESL SRKETY- LFFW 342
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO ------------- El LEASKKSLSCYHAKI LYCI DNLGLI CATEAAKVCI ENI HA- - - LY 392
TR| AOAOJIVAE2| AOAOJOVAE2_FUSOD4 -----------mmmmmmamm oo LEFTKEASSVL GTWCADRYWELAMIDLET- ERLA 361
TR| AOA0JOVWED| AOADJOVWEI_FUSO4 KREKLM - - NVI MKHDTFSQQQ RSLVWNKSREI LAEL GSWAVDHY! SQM KTFLDRI DAY 435

TR| AOAL99WECE| AOALIOVBC6_ANACO - - DERANYQVDVKFQEQYL MKVVGL L QOQL SEGAVTKNDSDNANVRNGDCQCTEEL EEGE 633

TR| AOAGPSFLMI| AOA6PSFLMI_ANACO TPDSCNLSLENLQHHKDFLKEVLHTI EENLHDGYE- - - - - - - - TLLNSEGGG - - - - - - - 386
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGME_ANACO GEKKDEL GENTVRLFSQAVFEVLS- - - EYVSKD- - - - - - - - - - R--Cl GDDF-------- 379
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO ATEEFEFSKKSLKLYLCYLEEVLLSI EEl LPQGYY- - - - - - - - ELI NTECGS-- - - - - - - 436
TR| AOAOJOVAE2| AOAOJOVAE2_FUSO4 ARTSREFVGDI AVTRADLATEAVRRVQE - - = - < = == << == msoc o e oo 390
TR| AOAOJ9VWGO| ADAOJOVWGI_FUSO! SAFTDAWBNED- - - - RTYLAGHLRRI NI G - = = <= == == ooz oo oo o oo (VARPIRE 461
TR| AOAL99VBCB| AOA199WEC6_ANACO LPDSHAVSGGEHVDI | | GAAVADGKVT] 685
TR| AOABPSFLMA| AOAGPSFLMA_ANACO - - - == === === <= -- 421
TR| AOABP5GGVB| AOAGP5GGMD_ANACO - < - == == == === - - - 414
TR| AOAL99UFRO| AOA199UFRO_ANACO - ---=-=----=- - - - QELTRRGYI SP-- - - - - - 471
TR| AOAOJOVAE2| ADAOJOVAE2_FUSOA - < - -=-=--=-=-<o-- 433
TR| AOAOJ9VWGO| AOAOIOVWGEI_FUSOE - < - === == s ocmmaco 496
TR| AOAL99VBCB| AOAL99WECE_ANACO 737
TR| AOAGPSFLMI| AOAGP5FLMI_ANACO 474
TR| AOAGP5GGVB| AOAGP5GGVE_ANACO 467
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO 524
TR| AOAOJOVAE2| ADAOJOVAE2_FUSO4 490

556

TR| AOA0JIVWEI| AOA0JIVWEI_FUST4

SDYI LMLERENLSHE 797
ASQY! | MLERGNVMOR 534
NSDYLLI VDRSYLSWP 527
YYVLM_ERGNVEQR 584
SRYI TWVEEGNLTH 550
ESKM ALLSSSTDI - - 614

TR| AOAL99VBCB| AOAL99WECE_ANACO
TR| AOAGPSFLMI| AOAGP5FLMI_ANACO
TR| AOAGP5GGVB| AOAGP5GGVE_ANACO
TR| AOAL99UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| AOAOJOVAE2| ADAOJOVAE2_FUSO4
TR| AOA0J9VWGO| ADADJ9VWGI_FUSO4

ck ok kkko. . . .. Cek o ok k koK

TR| AOAL99WECE| AOALIOWEC6_ANACO TFLRNARNSEETLR: - - - == === === cmmommomeomao - Koen-- EAl ERTDLSHLKGT 826
TR| AOAGP5SFLMA| AOABPSFLMA_ANACO DLL- - = - = = = == = === === o e o e e eome oo oo FDI MRSKHSMT- DT 550
TR| AOAG6P5GGVB| AOA6P5GGVE_ANACO | VPTRYWHDTTPVPMAQLKTPYFSNNADSANL SKLASFLKS- - - - - GDI MREESLKL- AA 581
TR| AOAL99UFRO| AOALIQUFRO_ANACO DQL- - = - = = = == = === === = m o e mmmm e ome o ee e e FDI MLSEYYVQ NF 600
TR| AOAOJOVAE2| AOAOJOVAE2 FUSO4 RSAKQALRDSQALE- = - - === === =cmammn- KFCLYLSADRKLHDDLI DEDVEM: - - - 587
TR AOAOJ9VWGO| AOAOJOVWED FUSOA - - - - RAWEELEKGM - - - KERY- - = = == = < w o cm e o e o e e oe EDDQRELARLDEQ 641
TR| AOA199WECH| AOALIOWNBC6_ANACO PRLNP-- - - - - - - | DI LPGSMYQVESTGAWVSL 878
TR| AOAGP5FLMA| AOAGPSFLMA_ANACO TLHRDPDAYSFKLPGDEETYDYY! DSTGARVTVDS 610
TR| AOAG6P5GGVB| AOA6P5GGVE_ANACO TRCKPLD- - - - - - TPMFKEEYYRVKTTGA! VTLSSSYARRIR O DO G 635
TR| AOA199UFRO| AOAL99UFRO_ANACO ASCRDN- | TSFSDLPSEGKYSYRVDSTGATVTADSS B (e S et s (sl Iz Kaasd 659
TR| AOAOJOVAE2| AOAOJOVAE2 FUSOA -« =--=--=--- MVERMQHQVYKI PSTGARLTFP 633
TR AOAOJ9VWEO| AOAOJOVWEY FUSOA - - =-----=-- ARAEEI DSTYY! VKNTGARL DLDNAR @b saeo RYazcionVeolzoNgy 690

** *

TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO (VTN IEEEENE R7=oi I RVNE S \VVAZe 2RVe S EEES DSz N WANe AVS N =Ne (N NNeVR 711
RIS WA OR AV A W TONEAV/A =2 S VST \/OKVG- - - - - DRYLADVVMPLQSPVNFVKGT Q- - - QRSKLLAKCSAAFEACKI LI RDKHVEER]
750

QIR ARV eI eToNEAAN e R S VST M- HKEE TPYGGP! LRATVTL PGGL PLNL RKFKSACGVKSERNAI RDAAF

TR| AOAL199WVGC6| AOA199WEC6_ANACO I ENENNES CERGEKY- EQNDEGDPL PGTARHREFYPEGVAEI LQGEW LSGRDGSHKC 994
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO )RS li=Sll EHEND- KKTKKTADGAGT TKRKELHGT TTI SAMSGTWAHQKAGVTLQG 721



TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVE_ANACO IR{ENEEOYAY OSDDGDQDTAI ESYRDDQP- - - - - - - - - DYFPCELI DSWFAFLGLGLYHC
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO SipgMBERVSDENVETNYA- - GSDNYTSGAGT TKRKEL HGMINVCAL SGSWAHRPDNVTLNA
TR| AOA0JIVAE2| AOAOJIVAE2_FUSO4 |peNMeINIEINVHAMRN- - - - - - ARLAVSSNK- KA- - - DYDVRLRPEI WAERGEW - TEC

TR| AOA0JIVWEI| AOA0JIVWE_FUSTA4 EKVEEK- - - - - ---cmmmmmmmem - TDLMPEPLFDPW/QI AQRVKSGC
TR| AOA199WSC6| AOAL199WEC6_ANACO Q- - LFKLHMYAVTCVNI GTSKDPFLTQVSDFAVLFGSEL DAEVL SMIMDLFV- ARTMWTK
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO - - - - YKLEFQC- DK- - - - - - - - - VGONYSNFVLLI DATLDEDVASLELNLYL- LD- KMAK
TR| AOA6P5GGWB| AOA6P5GGVB_ANACO - - - - YKI MFDQSSC- - - - - - - - - VDAAFRDM LVVKSDLGSDFVNTSFNLEG- | RDSL- T
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO - - - - YGLSFVC-DQ-------- - EGENYSGFI LLI ESTLDDDVASAEI ELFL- | PDKTVY
TR| AOA0JIVAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4 F- - ATTI Tl KDGDA- - - - - - - - - LRKAI AGKSLI LLSRKPI PKLP- GVPLFFGNGNSSI A
TR| AOA0JIVWEI| AOAOJIVWEO_FUSO4 DKQFYLFEFTDDEF----------- PGPCSFDVMLPALI D- - - LPRKI TLYPGNGSKWSI

TR| AOA199WSC6| AOA199WEC6_ANACO ASLVFRGPI El METQLVLLKSFHVRLMSI VLDVDVE- - - - - - - - - - - - - - - PSTTPWDPA

TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO ATVSRCGPI EL GVEQVEQAKL FQEL FFNGLFGKLFMGSKL SGVPRQFLLKEDDTLLWSTL
TR| AOA6P5GGWB| AOA6P5GGVB_ANACO VNLKY! GVI HLSREQVTMAKRFQTTVLSVLI HHDVAK- - LNNI S- DC- - - - LPKELPSTE

TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO TFVSPCCKI QL DKEQVEKAKLFQEFFFNGI FGRLFRRSR- CGVQREFL FREGHEI LWSSF
TR| AOA0J9OVAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4 ELTPNQDALQLSPEEADGLTKFTHRVFADVFSKEYDT- - - - - - - - == - - - --- - - - TSDQ
TR| AOA0JIVWED| AOAOJIVWEI_FUSOA VCDSFV- - - - - - - oo e e e e e e e oo - DI PDEVSSKEPDQ- - - - - T
TR| AOA199WSC6| AOA199WEC6_ANACO KAYLFVPI VAEKCV- NPVEEI DWWLI DNI VNE- - - - - - HAVKNPL QRARPDVYLGTNERT
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO NMYLLLPLKPSSVQDHGGVSI NVEGI NESASL - - - - - - VRLMRNI HSPT-----------
TR| AOA6P5GGWB| AOA6P5GGVB_ANACO VWYLLLPLI AGK- - ------ VDWPCl KSAVFS- - - - - - AGIVG --SQD-----------
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO NMYLLLPLKPSQLS- HANTNI NWAVI DACSSV- - - - - - VEYLRSI YSLD-----------
TR| AOA0JIVAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4 YPYLLAPYADSPQS- DTRSHI DWDVVNLVSKNEV- - - - LEMENAPE- - - - DFFV- - - - - -
TR| AOA0JOVWEI| AOAOJOVWE_FUSO4 SALL----------- AMNFQHRWPVEDREHVI KVSI ASTTI FPAPHVTRDD- - - - - - - - -
TR| AOA199WSC6| AOAL199WEC6_ANACO L GGDRREYGFCGKLRHGVAFGOKAHPTYG RGAVAEFDVVKASGL VPNRDYGVSNVDEAYYY
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLMA_ANACO - - - - - AKNN- - - - o e mmm e e LLDGSS----------- NNSTNE
TR| AOA6P5GGWB| AOA6P5GGVB_ANACO - - - - - TMBC- - - - - - - - e mmmmm - CCRI-------mmmmmmmm o G
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO - - - - - (€ o O CPGSSS------- TALNSTGTL
TR| AOAOJIVAE2| AOADJOVAE2 _FUSOA - - - - - - - o omm e mm o oo oo e e
TR| AOA0JOVWEI| AOAOJOVWEI_FUSDA - ---MGAFP- - - - - - - - oo mm e e FRGDG ----------------
TR| AOA199WSC6| AOAL199WEC6_ANACO SQGKLFMADTCMDTKELVGRI VTAAHSG KRFYVDSVRYEMNAENSFPRK- - - - - - - - - E
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO EEDI | HLANKSEVRONVKNI WLAI HTG Kl YSVLEVSTDLSADSPFDGA- - - - - - - - - S
TR| AOA6P5GGWB| AOA6P5GGVB_ANACO VARFVQTI DGHMCSCQLONSLVYTPHNH HFYCVTG LNDLNANSHLKLK- - - - - - - - - -
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO SEEM HLANKSLNI WCLKDSWLSI HTG Rl YSVLDVI YDSTPESSFAEM - - - - - - - - S
TR| AOAOJIVAE2| AOAOJOVAE2_FUSD4 ------------------ NKLVTDPYDGGRKLVI K& DKTKKPSDPTPEGVPESRSRAYR
TR| AOA0JOVWEI| AOAOJOVWE_FUSD4 - ---------- MEEAKKHRVLVRDQYKT- PFHYVGT- - - - - - - - === - - oo e oo o -

TR| AOAL199WSC6| AOAL199WEC6_ANACO GYLGPLEYSSYADYYRQKYGVEL| YKKQPLI RGRGV- - - - SYCKNLLSPRFEHSEAR:- - -
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO D- NPASAYKTFSEYFNKKYG VLKHSTQPLLLLKHS- - - - HNPHNLL SSKSKDEGDAVAA
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO - - - - CGDVLTYKNYYKTRHHLDLI CDWEPLLAGRQL- - - - LKVONFHLRRPFRKE- - - - -
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO D- EKPTSFASFADYYYQKYNI ALOQHPGQPLLLLKQS- - - - HNPHNLLFAKSKYKDGS- -

TR| AOAL199WSC6| AOAL199WEC6_ANACO - - DGESEENL DKTYYVFLPPELCL- - VHPLPGALVRGAQRL PSI MRRVESL LLAVQLKDM
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO KTHNGSI PVRKPQNHVHVPPELLV- - HI NI PLDVLKSFYLLPSL VHRVESLMLASQLRRE

TR| AOA6P5GGWB| AOA6P5GGVB_ANACO -------- KESSGVNI ELPPELCRVI LPAI SVDTLCSFSFAPSI MHRI QCMLLASRLKKI
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO - - TGEW LVEKEQVHARI PPELLV- - Hl DVSVDI LKSFYLLPSVVHRLESLM.ASQLRLD
TR| AOA0J9VAE2| AOAOJ9VAE2_FUSD4 -------- DEKVNMECFI | LEPL- - HVSPLPI DVVSVAMAFPAI | HRI DSVLI VLDA- - -

TR| AOA0JOVWEI| AOA0OJOVWEI_FUSK4 - - KDGQAKSSTKPYECVLPI SYAR- - VDR\/KRR\NKC&FI PHI I HELEVQI ASELSST

TR| AOA199WSC6| AOAL99WBC6_ANACO | - - - - - - NYPVPASKI LEALTAASCQ- - ------------
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO V- AFNPSNSCI PSSLI LEAI TTMRCC- - - - - - ------- - EDFSL
TR| AOA6P5GGWB| AOA6P5GGVB_ANACO LLDHCVENVNI PAI KLLEALTTKKCR- - - - - - - - - - - - - - EEYSL
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO | - GCSDNNTNI SSSLI LEAI TTLRCC- - ------------ ENFSL
TR| AOA0J9VAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4 - - - CNLLDLEI PPELALEAMIKDSDNSGEYDTEQ NFQT!
TR| AOA0JOVWEI| AOAOJOVWEI_FUSA LLKPVG - - | KNLQLVLEAVSSPSAR- - - - - - - - - - - - - - EPVD'

*kkoe o

TR| AOAL99VBCB| AOAL99WECE_ANACO
TR| AOAGPSFLMI| AOAGP5FLMI_ANACO
TR| AOAGP5GG\VB| AOAGP5GGVE_ANACO
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| AOAOJOVAE2| ADAOJOVAE2_FUSO4
TR| AOA0J9VWGO| ADAOJ9VWGI_FUSO4

733
769
733
790

1051

836

1209
884
872
933

906

1259
934
921
983
909
930

1312
989
968
1035
956
972

1368
1047
1020
1091
1003
1028

1408
1092
1066
1136
1060
1071

1468
1152
1126
1196
1120
1131

165



TR| AOA199WGC6| AOAL199WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLM4| AOA6P5FLIMA_ANACO
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| AOA0JIVAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4
TR| AOA0JIVWEI| AOA0JIVWEI_FUST4

TR| AOA199WSC6| AOA199WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLM4| AOA6P5FLIMA_ANACO
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| AOA0J9VAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4
TR| AOA0JIVWEI| AOA0JIVWEI_FUST4

| AANHLMNW G - QVELDPL- - El PP- PKPYNI PESV- - - - 1575
SAAI Al LOWFG - DCEFEHE- - LI VEATRTASI WGYL- - -- 1249
SAALI FMKSI GVt El EFHKQ- - MWEKPVLANP- - - - - - - - 1201
SAALSLVBWLGF- NVTFTTK- - LVQDAKFSASHL PYF- - - -
SNVDL AVKAVTRMIKSKNHKMKAFKDYYKAYKVPEWQEGNA 1195
TKALKCI SVFLGDSCNWHQE- - GVARDI LFAAAPSDV- - - -

ek kK koK

TR| AOA199WGCE| AOAL199WEC6_ANACO - - MRSI DFDSLEGTLNNRFRDRGLLVEAI THASRPSSGV- Si
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO - - PKI DEI El LEAKLGYRFDVKGLLLEAI THASRQEL GAWY!
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO - - EMLI NVKQLEGLLNYKFNDPSLLVEAL THGSYQVPDI P!
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO - - LKKNDI EELESKLNYRFSVKGLLLEAI THPSLQELG DY!
TR| AOA0JIVAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4 SASQRSLVOKVAQATGYRFKSAQLVQSAFKHPSWPYESV- PD
TR| AOA0JIOVWEI| AOAOJIVWEI_FUSOA - - QLPSNLEPLEDLI KYKFKKKSLLI EAVTHGSYATAMQEKS

. -k * - *  x * -

* cekkekke o KK

TR| AOA199WGC6| AOAL199WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLM4| AOA6P5FLIMA_ANACO
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| AOA0J9VAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4
TR| AOA0JIVWEI| AOA0JIVWEI_FUST4

TR| AOA199WSC6| AOAL199WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLM4| AOA6P5FLIMA_ANACO
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| AOA0J9VAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4
TR| AOA0JIVWEI| AOA0JIVWEI_FUST4

TR| AOA199WVGC6| AOAL199WEC6_ANACO
TR| AOA6P5FLM4| AOA6P5FLIMA_ANACO
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO
TR| AOA0J9VAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4

DTSI V- - WI'VFQPL- - LHPMWTPETL- - - - - PVHPVREL QERCQQQAE 1769
L DLNKV- - VEI FKQL- - LSPI VTPENL- - - - - ELAPYRELTELCSHHGY 1443
KETV- - WI'SI KLL- - LEPI VTPETI - - - - - EYHPVRELNELCSRKSY 1394
NLDW- - WQI FKPL- - LSPI | TPDKL- - - - - VLPPWREL| ELCSHLGF 1486
YKFSVV- - ENFFTKF- - | QPYFQDVRLYDTFANKHPVTFLSKKMH - - - 1402

TR| AOA0JIVWEI| AOA0JIVWE_FUSTA4 | EECTRVLETFQVMDYLEFV- - - - - | KEDI HVQHPKEEL SKFADRQKM 1430
.. . . . . * * .
TR| AOAL199WSCE| AOAL199WEC6_ANACO GLEYKATRAG ----------- NV----eee - - ATVE- - VFVDG- VQ G AQNPQKKM 1803
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO FLKVSCMNER- - - --------- DV----------- VVAI LEVQLKDVLLI RQGRERSKKD 1480
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO KKSYRVTHQN- - - - - ------- GV--------- - ASI VAEVQADGSSYTATRTGPNKKT 1431
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO FI NTQCKTGE------------ EV----------- V- AElI SVQLGDDLLI AHGHDKNRKG 1522
TR| AOA0J9VAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4 - QEFGCTNVRI SAEVVPCSADQGVAAL KDTEMCAVFMVHQKVI VDDTSE- - - - SGRYSKQ 1457
TR| AOA0JIOVWED| AOAOJOVWEI_FUSO4 KYT- - TTLI EEPEPRWSCGVTI GE- - - -------------- RLVGE- V- - - - ESSLNKVE 1466
TR| AOAL199WSCE| AOAL199WEC6_ANACO AQKLAARNALNTLKEKDSALKRDPEKNGERRNG: - - - - - - === -----ommmmm oo oo - 1836
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO AKGQAAFLLLKDLEERGL YHSRYASKRQSEENDVEI KNTEDSHDI TMDKDKPTQPREKEL 1540
TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO AKKLAAKAVLQSLKAGTSQTTKDVN- - | EAHLSCM - - - - = - - - o e oo mm e oo - - - 1464
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO AKAKAALHI LRDLELGPSPDYSFAENN- - - - - - (O e i 1550
TR| AOA0J9VAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4 RAATKALEI LDSFGEDVEAAKRFL- - - - - - - - GCDCQLGGG - DVEVDHGTAV- - - - - - - 1500
TR| AOA0JOVWED| AOA0JIVWEI_FUSO4 AMTKAAENAI RLLTEEMNAVNQQQDA- - - - - - - - - - === - - - - - - MDAS---------- 1496
* . .
TR| AOAL199VSCE| AOAL99WECE_ANACO - --------------------- TQWTRQTLNDI CLRRQWPMPQYRCVNEGGP- - - - - - - 1867

TR| AOABPSFLMI| AOAGPSFLMI_ANACO TDSGNNRGDSVL SAPAHL TVKMQKGGPRTAL YEL CKRLQWPVPSFESNAEKL SEDI VCPG 1600
TR| AOABP5GGVB| AOAGPSGGMD_ANACO - - - - = - = = = = == = £ & = @£ & & @@ f il ioio-ioiooo-
TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO - - - - LLDDYSRQKQPVNL SLKVEKGGSRTAL FQLCKI FWPNPKFEFTEQRFRTPI | | DG 1606
TR| AOAOJOVAE2| AOAOJOVAE2 FUSOA - - - - = = = = = == o< @ m m @t f @@ ot ot i iiioiioiooo-
TR| AOAOJOVWGO| AOAOIOVMBI_FUSOA - - - - = - = - - = = -« & x f o s oo f L iiloliolooo.

TR| AOAL199WSC6| AOAL199WEC6_ANACO - - - - AHAKRFVYAVRVNT SDRGWIDECI GEPMPSVKKAKDSAAVLLLELLNRSYPDNNNN 1923
TR| AOA6P5FLMA| AOA6P5FLIMA_ANACO LRGGVGPQ FVSNI TLHLPNC- AVI NL TGERRPDKKSSQDSAALVM.YELERRGKCLI KE 1659

166



TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO

TR| AOA199UFRO| AOA199UFRO_ANACO VAT- PNFNSFTSAI TLH PNS- KVWTLLGEERTDKNAAKDSAALAMLLKLQQLGLCVLEK 1664

TR| AOA0J9VAE2| AOAOJ9VAE2_FUSO4
TR| AOA0JIVWEI| AOA0JIVWE_FUSTA4

TR| AOA199VECB| AOAL9I9WECH_ANACO NNNNNDNDI NNNNNHNNNNNNNNNK 1948
TR| AOABPSFLMA| AOAGPSFLMA_ANACO | < - <= == =<2 -z ocomzcomame 1660

TR| AOA6P5GGVB| AOA6P5GGVB_ANACO

TR| AOAL99UFRO| AOAL99UFRO_ANACO P- - - = == == - s ocoecoma o 1665

TR| AOA0J9VAE2| AOA0J 9VAE2_FUSO4
TR| AOA0JIVWEI| AOA0JIVWEI_FUST4

Patosistema Citrus sinensis:Penicillium digitatum

Claves de dominios:

CLUSTAL (1.2.4) nmultiple sequence alignnent

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_CI TSI
TR| AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_CI TSI
TR AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_Cl TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_Cl TSI
TR| AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR AOAO67DVWB| AOAO67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_CI TSI
TR AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_Cl TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_CI TSI
TR AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_Cl TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_Cl TSI
TR AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7TEXGN3_PENDI

TR| AOA067HF90| AOA067HF90_CI TSI

MECETRVSDI VGGGESNQSSYW.DACEDI LI DEFVNFDTSVVQDSVDNTSNQDSLSNDFF 60

* * Cekk e kKK

Cke e



TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOAD67DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOAD67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HFI0_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HFI0_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

155
130
174
122

* . . Ce kK kK * PR *

GVSSQVDCAI KI CNL- - - ESKLDSVVCTI KDR- - KELEKHVPMPS- - - - - - - - - -
KGVSSAMDCEGQ SEL- - - ESTLDSQVFTI EDK- - TEMEVFVPSAK- - - - - - - - - -
SEQDYWQKI HDL- - - ETLMNSKVYTCASE- - SVLSNFI PFST----------
KG ---- DLAEAAVQL- - - ETLLDSRI ATTSDL- - TLLRNFVNKPM - - - - - - - - -
ELQTI EDNLNALCKTPRI HRTELLENTHRPHLERI NYLPFDEEQYGFGSRLL

514
254
234
270
242

570
295
270

- - - - EVWEYDKAASL WL HEQL KQVEVAVEEAAQSSSRRSKWOFMGARDAGAKEEL RQV
- - - - ESCRFYDQSKFCGSD- - LKGKL- - - == === === - EVSWSKFDASL SKLQGSQLNC
- - - - AKFKFYKYDEI PHAL YTHLADELAM E- LKH- = - = T- < == s == ccooc oo s RSLEN
<= - < EVEVWYDKLPPPSETNLH- = - - = = =« = <=2 oc 2 ocsomeoceca o STLKTK

SSLADCCRAYNI QDDPW ESLRSKNHTVEL- - - = - = = = == =« 2 mc 2 ccaome o e o 272

YGVSERTESDGAANL | QKLRAI NYAL GEL GQACAYKVAQSFL TALQNDE- RANYQLDVKF
YKDVDDKHKTLRKQL SDYHAKI LYCLDELGLI CAYEAVKI CLEKVLKAQEECE! Y- - - - -

YGDMLI
TKALETGKTFCSEQLKNFQARSRHI YEEL GGWAVDFFI SASI DQLQRS| QDAS- - - - - - -

*kk

QESYL SKVVSL L QCEL VEGAVSKKDAKVWDSENGFVEGGTNEI EE- GELLDSHWSGG- E 687
------- RQSSLQCKYFLEEVLH- - - = - - = - - - - VI GSALPLAD-KI FLD- - - - ----- 381
--------- AVEQLDGFGET! | KKF- - = - - = - - - - - - GSDA- - - - - SQALVTYVPSGAEW 353
LEGSI GKVTDSDPRD- - SEKA- - SEEI KRl QEASHLVNE- - - - - - - - 370
------------------- EMBHL- - - -- - - - - - - - DRVER| YLLELLLAMPAPVS- - - 350

HVDVI | GAAVAI
- FGFDYSKAVDLGYI

745
438
412
426
400

797
491
465
481
460

iSDYI LM ERGNL SHATFLRNARNSEETL RKEA
QFl LMLERGNLKQRNKLFDI | RSERSVTDTA
DYLLMKSGDSTTQSRLENYLASGNKMRKEV
SVYATMWECGNRNHSVRL QEVRRAEHL MKNFC
STYAVM SDEDELLSL - - HKWQEL EKAM KAY

857
551
525
541
518

914
603
577
601
573

971
655
625
653
629

--- EM3 CTLYLPNNC- - Pl QTVI AQ- - - GNI KTLKQAACL EACKI
SAKVTYVVMS- - - - - ENESFSCEVI MPEKS- - PVRRVL GC- CESKKSL AKQSAAFDACLL
DNRPMFSFQENSV- - - - GLLL GTVTLPNSVHPTVRRTNGKAWART ERAARKETAFQAYKA
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TR| ADAO67HF90| AOAD67HFI0_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HFI0_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOA067DVWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| ADAO67HF90| AOAD67HF90_CI TSI
TR| ADAO67G252| AOAD67G252_Cl TSI
TR| ADAO67DVVB| AOAD67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| ADA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

MEEYE RN RES GEQUEKVDQNDEGEPL PGTARHREFYPEGVAD! LQGEW LSGR 1031
T oY NN > R MBIV ===SENNL | SKKNESL PGAGT TKRKELHGTTPI RALSGRWG- - - - 711
EKHDAQKR:- - - GNEP- - YNAEHPI YFPPELVNQSP- - - - - - - - 672
WG YN =R SN R IG- - - - LPAM - RNAKLAI TSKRTDQY- - - KMRTKPSI WAR- - - 701
MRS e RV No N AR PG RFSD- - - - - QTTLPS| VQAAEQYDPY- - VDLAQGWASG- - 680

DGCTGSKL FHLFMYTVKCVNNG! SKDPFLT- - = = - = = = = = - = - - QVSDFAVLFSSELDAE 1077
- - EKCGVI LHAYKFNFACSI VT- - - - - - - Eroemmmmmmmene I YSGFVLLI ESELDND 748
- - QDTKI TYHCYLI ELKQHFNY- - - - - - o SARNI VLAVRTELESE 710
- - QQGTI Pl RLYAI LI R- - - - LI PSEPLTR - =« == === == == = AH GSI VLLSREQ TA 740
--QLOCQIRL--- - -- KI CSNGSVDEDLAI SI | LPRLTPMPHPI PLYWDSETSFELQFDPQ 732

LASLKNFHVRLMSI V- - - = = = =« == = - - - I 1094
VGNF- - - ELEL YLVSKTVKATVSSSGQVHL DADQVBKAKCFQEL FENGLFGKLFVKSKSS 805
| KKV- NFDLEV- - ERGRLTVNLKHLGRI QLI PNQVLLCRRFQI TLFRVI MDHNLDK- - - - 763
| PTF- - - PVFLDDDI ETTVQSLCl DGCLEVASEELEI VTAFTLAVFHDVFHKTYKH- - - - 793
| STFETTP- = - - - s mcmmmmmmmememeam - El LDQVRRI TALYLQAP- - - - - - - - - S 758

----- VDVEPYTTPWDPAKAYL FVPVWSDKSV- DP- - - MNELDWDLVEKI TKTD- - AWTN 1143
GSREFFLKRETNSLWSPSYMYLLLPLEI VNTFGDG- - - SWRI N\WBG NPCASV- - - - - - - 855
- LNEI LDG- - FELRDNLEI DYLLLPS- - - - - - - T- - - GQLI DWKTVATVLFP- - - - - - - 802
-------------- VSEQFPYW.VPARED! DVGVBTSLFDI | DWTALKYVQDNPKLVWMST 839
B RQRGDDRDFVALFI PDI SHEYLG - - - - - - - - EW. TVYEGKEPA: - - - - - 794

PLQRARPDVYLGTNERT- L GGDRREYGFGKL RHGVAFGQKSHPTYG RGAI AQFDVWKAS 1202
- VEFI KEKSFLGAAQCN NNGG- - = = = == == = == == = = = NSSPCRT- - = = = === == = = - 882
----- Ro-----------DNGSKHNM === ===---==--=NCST-------------- 815
DM - - EPESLLNRFI YDDWNGKYRYFP- - - LA- - - - VDPNLRPSDP- = - = = = = = - - - - PP 877
---------- LEVYSR - ----==--c=cnzoo-NPNTPPM3 -------------- 809

GLVPDREAMQ HNADMPTGKL MVADSCANAGDL EGRI VTAAHSGKRFYVES! RYEMTAES 1262
--SPC------ KTGCHGKDVI HLANGSVDAKNLKDMWLAI HTGRI YSI VEI VNNSSAES 934
-------------- MENARI VHTKSGPLCTCKI HNSLVCTPHNGQ YCI TGVLGHLNANS 861
SYAPCRKW - = - = = = = = = e e emme e SD------ DI MWS---L 894
VR - e el DQS 814

SFPRKEGYL GPLEYSSYADYYKQKYGVEL| FKKQPL- | RGRGVSYCKNLLSPRFEHSEEQ 1321
PFDGNT- - - - DDDSKTFVNYFSEKYG VLI HPGQPL - LRLKQSHNPHNL L VNFNDGGGSG 989
LFTRNNGSV- - - - - TTYKKHYEERYG QLCFDREPL- LNGRRI FHVQNYLSKCRQOKQ - 913
SLSK-=----m--- NSRPKF- - - - - - FNRCl WIQPV- LQAEL VCLRRNFLDKMADEEK- - 935
KFSE------nmnn-- PRVFNKW APSQVTKASPI EVECSSLPRRRNLLQKRALNVA- - 859

EG - EGEEI LDKTYYVFLPPELCFI HPLPGSL- - - - - - - VRGAQRLPS| MRRVESM_LAI 1372

KGSKSGVNTKKPQVHVHVPPEL LVRVDVPI SV- - - - - - - VKSLYLLPSVMORLESLMLAS 1042
-------- KEPSKI SFELPPELCRI | MAP| SLST- - - - - FYSFTFVPS| MHRLQSLLLAV 960
----------------- LSNSRCVI CPQPLVLSTI SKSVAATCFVFPAI | TRVESYLI AE 978
- - - - EDGEADAPKKSYVLPAVACVI DKLPAKQG: - - - - - - LFGLFI SAl LDRLEASLVAH 908

QLKDKI - - - - - - NYPVP- ASKI LEALTAAS- - - == === === - - 1411

QLREEI NCH SRNFHI P- SSLI LEALTTLG - -« === === -~ 1086

NLKNMLLDHCMONVTI P- TI KVLEAI TTKK- = = = = === = = == = - CQEDFHL 1005

EGCKLLG - - - - LGG K- LEFALEAL TKDSDNTEEHRSLQ HVQRGMEK 1032
RLNDTI LKG- - - - VG QNI DHVI TAI SAPI - - === === === = 950

1471

1146

1065

1092

1010

1523

1185

1087

1108

1019
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TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_CI TSI
TR| AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_CI TSI
TR AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_CI TSI
TR| AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_CI TSI
TR| AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_CI TSI
TR AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_CI TSI
TR AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7T6XGN3_PENDI

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_CI TSI
TR AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7TEXGN3_PENDI

TR| AOAO67HF90| AOAOB7HFI0_CI TSI
TR AOAO67G252| AOA067G252_CI TSI
TR| AOAO67DVWB| AOAO67DWB_CI TSI
TR| K9GQS7| K9GQS7_PEND2

TR| AOA7TBEXGN3| AOA7TEXGN3_PENDI

DAANHLVKW | GI QVESDPE- - - EVGCPSRP
| AALYMVKW LG DADLEVS- - - LVDDCI TR
NVGLI FLDR- | Gl KVDFVNV- - - - - - - PYQ
RYDMAVKAVTVFVNSQKHTATSWKDY! SA
RKAQACLHRFLP- El DL- - - - - - - FTTEI SP

* L * % * : * k% . * %
ACVPESV- - - - - - LRSVDFHALEDALKI KFKDRGLLVEAI THASRPSS- G- VSCYRREER
PRI NEI KDI ESKI GYEFTVKFLLQEAI THASV- - Q- E- FYCYQ- - - -

RQFQVHA- - - - - - ERLVNVRHLESL LNYSFRDPSLLVEAL THGSYM_P- El Pﬁg'
P
o3

YSI PLYQKKAADGFEMNLAQQ FEKVGYEFKYPRLLRSAFTHPSYPL TWAKVI
LTLPPS- - - - KGASSLI NHHRLAGLI GYTFKDPALLTEALTHASCEYD- TST
. . . *

* * *ekk Kk * %

REVVFQSI RPLLEPM TP- - - - ETM RFHPVRE
FDFTVI EAFFKRHI LPFFHDIVSI YDTFANRHPTT-
L DVCRAFVERI GLVWI RRVI ADGVNVVHPRNT

AQNMVKGAGT L VFKRKRVESGGVAT YRCSAVVNQT El ALVEGCASAEEAEVKVANWVI EH

B < EKET AEAKEKGDENGKKRKNGT QT FTRQTLNDI CLRRNWPMPL YRCVREGGPA

1579
1241
1138
1168
1071

1631
1287
1191
1228
1126

1678

1715
1273
1313
1244
1770
1328
1372
1304
1821
1383

1364

1881
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Anexo V

Secuencia de nucledtidos seleccionados para la sintesis de RNAi para L. theobromae y
F. oxysporum.

DICER 1 (4014 nt)

Helicase C Morado
Dicer-dimer Verde
Rnase III Rojo

>ENA|KAB2581198|KAB2581198.1 Lasiodiplodia theobromae Dicer-like protein 1

ATGGTCCTTGTTTGCACCGCTGAAGTCCTCGCCCAGTGCCTCATGCATTCCTTCATCACCATGGAGCAGATCAATCTACTAATCTTCGACGAAGCTCATC
ATGCCAAAAAGGGCCACAGCTACGCTAAGATCATCAATGATTATTACGTCCCTACAGATCAGAGCAAACGTCCCAGAATATTCGGAATGACAGCCTCGC
CGGTGGATGCAAAGGTGGACGTTGCTCAAGCCGCTAGTGATCTCGAAGCACTCTTACATTGCCGCATCGCAACCACCTCAAACCTGGACCTATTGCGCA
AGACAATCAGTCGCCCGGACGAGAACGTGGTGATATACGCTCCACTTGAGAAGCCGTTCGAGACACCGCTGCACATCAAGATGAAAGAGAAGTTTGCC
GACATGGAAGCATTCCGCACTCTCTTTCAGTCTTCCAAAGAGGCAAGCTCTCAGCTCGGTGCATGGTGCTCGGACATGTTCTGGTTTTATGCTCTCCAGG
AGGAAGAGGCAAAGAAGCTTGAGAGCCGTCGAGAACAAGAATATCACCGGAACAAAAGGTTCAAGTCGATATCGGCCCTCGACGAGGAGGTAGCAAG
ATTGAGAGAAGCTGCAAAGATGGTTAGCAGTCATATGTTCGGCGAGCCTCAGCTGAACTTGACATGTCTGAGTTCAAAGGTCTTGGAGCTGCACAGTTG
GCTGTTCCGGTACTTTGAACGGCCAACGAAAGCAAGGTGCATCGTCTTCGTCGAGCGGCGAGACACTGCTCGTCTGTTGCACCGCGTCTTCAGCAGCATT
GGAGGCCAGCACCTCAAATCCGGCATGATCGTCGGTAGTACGGGCAAAGGGAATGACCTCAACATCACCTTCCGCGACCAGGTCATGACTCTCTTAAAA
TTCAAAAAGGGGGAATTGAACTGCCTGTTTGCAACCTCTGTTGCTGAGGAAGGCCTCGACGTACCCGACTGCAACCTAGTCGTCAGATTCGACCTTTAC
AAAACGATGATCCAGTATGTGCAGTCCAGGGGCCGAGCCCGGCACAAGAATTCCCGATACTTGCACATGATTGAGGAGGGCAATTTACGCCACAGGCA
GCTTGTTCTGGAAGCTCGCCAGGCAGAGAAGTTGATGCGGCAGTTCTGCGAGGCTTTGCCGGAGGATCGCCTCCTGAAAGGAAACGACGCGGATCTGG
ATGACCTCATTCTCGATCGCACAGACTTTAGAACTTACACGGAACCCAGCACCAAGGCGAAGCTCACCTATGATTCCAG

CTTCCTGCTATGAGAAACGCCCGGCTGGCATTGAATTGCAAGAAGACTAGTGCGTAC
GATATGATGACGAAGCCGCAACTGTGGGCAGCTACCCGTGGTACAACTCCGGAAGAACTACATATCACTGTCATTGAACTTCCAGATGGTCTTGAAAGG
CCGAATCAGCCGCTAGCGATACTTACTCGTACACCTCTCCCAAGCCTTCCGGAGTTTCCAATTTTCCTCAATTCTGGAACCGCGAGTATGGTCCAGCTGA
CGCCTTTGACGTCTGTCTTCAAATGCAGCTTCGATGAAGTTCAGTATTTGACTACATACACACTCAGGGTGTTCAAAGACATCTTCAACAAGACATACGA
AGAGGACCACGCCAAGATGTCCTATTGGATTGCCCCGATGAAGGCTTGCTATCAGGTGCTTGATGGTGGATTTTATGGTTTACGAGACATCCTCGATTGG
GCAGCTTTGGAGGAGGTCCAAAAGCACGTTGAGTACCATTGGACGGCGGAGATGTCGGATGATTTTCTTCTGGACAAGTATCTGGTCGACAAGTGGGAC
GGAGGTCGGCGCTTTTTTACGGAATGCCTTAAGGGAGATCTGAAGCCGACAGACCCTGTGCCGGAAGACGCTGTCAAAGGAAAGACGGTTGAACACAG
GAAAGACATCCTGAACTACTCCATTAGTCTGTATAAGATGTCAAGAGCGAAGGCCGACTCAACCTGGAACCGTGATCAGCCGGTAATCGAAGCAAGGC
AGGTGCTCCATCGCCGCAACATGTTGGCGGAACCCGAGAGGCGTGAAGGCGATCTCCGATCAAAGGTGTACCTGTGTCCGGAACCTCTGAGGATATCAA
CGCTTCATCCCGCAGCTGTGGCCACCATCTACATCTTCCCCGCTGTGATCCATCGCATAGACCAATATCTCATTGCGTTGGAAGCTTGTCAGCTTCTGGG
ACTGGACATCCGTCCTGACTTGGCGTTGGAGGCGGTGACGAAGGATTCGGACAACACCGAGGAACACGGAGAAGAGGTTCTGAACTTCCGCCGCGGTA
TGGGCAACAACTACGAGCGTCTTGAATTCATGGGAGATTGTTTTCTCAAGATGGCCACCTCGATTGCCCTCTTCGGAGAGAATCCGGATGACAATGAGT
TCGATTTCCATGTCAAGAGGATGTGCCTGGTGTGCAACCAAAACCTGTTTGAAACTGCAAAAGAGCTGCAGCTCACCAAGTACATCCGCAGCATGGCAT
TCTCAAGAAGAACGTGGTATCCGGATGGCCTAAAGATGTTGGAAGGCAAAGGCCACAAGAGAACTGGAGAAGAAGTGATCAAGCATGGTCTTGGTGAC
AAGACTATTGCCGACGTCTGCGAGGCTCTCATTGGGGCGGCGTATTTGACACACGACAGTCGAGACGAATGGAAGCAAGAAAACTGGGATAACGCTGT
GAAGGCAGTCACCAATCTCGTGGCCAGCCCAGAACACACCATGAAGAAGTGGTCAGAGTATTTTGACGCATACGAGAAGCCAGCTTATCTCGATGCGG
AGCCCACGGCCGCGCAAATGGATTTAGTCAATCAAGCCGAGAAGGAGCACCCATACCGCTTCCGTTCAGCGAAGCTGTTGAGATCGGCCTTCATACACC
CTTCTTATCCCTACACATTCGAGAAAGTACCCTCCTACCAGCGCTTGGAGTTCCTGGGCGACTCGCTCATTGACAACGCTTGTATTACCTGGCTAGTCTAC
AACTTTCCGGACAAAGACCCTCAGTGGCTGACGGAGCACAAGATGGCCATGGTGTCCAACAGATTTCTCGGCGCCGTCTGCGTGAAGCTCGGATTCCAC
AAGCACCTCAAGTACTACCACTCACAGCTCGAATACCAGATCCGCGACTACGTCACCGAAATCCGCGAGGCCGAGCACAACGCCAACGGAGCGCGCGA
TTTCTGGGTGTCGGTCAAGCCGCCGCCGAAGTGCCTTCCCGACATAGTCGAGGCATACGTCGGCGCGCTGTTCGTCGACAGCGAATACGACTTCGCCGA
GGTCCAGAAGTTCTTCGAGATGCACATCAAATGGTACTTCGAGGACATCACCATCTACGACTCGTACGCCAACGCGCACCCCATCGTCCGCCTCCACCG
CCTCTTCCTCGAGGTGCTCGGCTGCACCGAGCACAAGGTCATGGTCCAGGAGCTGCCGACTATCACGCCCGGCGCCCCGGTCAGGTGCATCGCCGGTGT
CATGGTACACAACCGCATTATTGCCGAGGGTATGGCTTCTTCTGGGAAGAACGCCAAGGCCAAGGCTGCGAAGTTTGCGCTTGACGACCTTGAAACCAT
GCCGCTGTTCCAGTTCAAAGAGATGTACGGATGTGACTGCGACGAGCAGAGTGATGAAGAGGAATGCGGTGATGACGATGACGATGCGGGTGATTTGG
TGGAGGTTGGTGAAGCCGAAGATACTCATGTTCGTATTGTGAAGAGGGGAGTTTGA

Region seleccionada para la produccion de RNAi (250 pb)

Dicer 2 (4107 nt)

DEAD/DEAH box Helicase Azul
Helicase C Verde

Dicer-dimer Morado

Rnase III Rojo
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>ENA|KAB2572547|KAB2572547.1 Lasiodiplodia theobromae Dicer-like protein 2

ATGGAGTCGCCGAACGGAGAGCCTACCTTTTTCTGCCTGCGGTCCTACCAGGCTGAAATGGTCGAGGAGAGCTTGAAGCAAAACATCATTGTTGCTATG
GACACGGGCAGCGGGAAGACCCACGTCGCAATATCCCGTACTGCTGCCGAGCTCGAAAGCTGCAACCCAGACCAGCTGGTCTGGTTTATTGCGCCTACT
GTCACCCTCTGCCACCAGCAGTTCTGTCTCTTTGAGAAGCATCTCCCCGCATATGAGATCCGCTTTCTCAGCGGCAATGATAACGTCGACCGCTGGACGG
ATCAGAACATTTGGGATGCCGTTCTCAGAAATGTCCGCATCGTCGTGTCGACCCCGGCTGTGCTGCTGGATGCTCTGACCCATGCCTTTGTGAAGCTCCC
CCGACTTGCGCTTCTGATATTCGACGAGGCCCACATGTGTCGAGGCAACCATCCTGCCAGTGCCATCATGCAGAGATTCTACCACCCACTGCTTGCAAAT
GGCGATCGCGACAGCCTGCCCAAGATCCTCGGCTTGACAGCGAGTCCGGTCGTCAGTGCAAACGCAAGCGGCCTGGAGATTATCGAACGCAGCCTCAA
TGCAATCGCCAAAACTCCCAAGATTCATCGAACAGACCTCCTTCGCTTCACACACAGGCCTGAGCTTGTGCAGTTAAATTACCCTGGTCAATATTTAGAC
CCCTCTGCCGGGCCACCAGTCCTTGCTGCTCTGGCTAACGTCTATCACGCGTACGACATCTTGGAGGATCCATACATCCTTAGTCTGCGTAAAAAAGCAT
CAGAGACCACGGATGAGACCCGGGACCAAGTCTTAAGAGAGCTGGAGAAGCTGCTACACAATAGAAAGACATATATCCACGAGCAGCTGAAGAAGCT
CTACTCGCGAGCGCTCGGTATCTATAATGAGCTTGGTGGACCTCCAACAGAGTTCTACATCCGGAGTTGCATCGCCAAGTTTGATGCCTTCTTAACCAAC
TCAAGCCACTTGCTACTTGACTGGTCATCAGCCGAAGGCAAGCATCTCCACGACATGCTCGCGACCGTGGCCGCAGCCCCGCCTGTGAGCCAGCATACG
GGAATACATGACAGTCTATCACC

GACTCAAAGTTTGTCATCATGTTCCCTGACGACTCCACCTTTGTCAAGTCTCCAGAAATGTGGTTGGACCTGGAAGAGCAAATG
AAGGAGGCGTATTTGAATGATCAACGGGTAGTCCAAGCAGCAGAACAACGCGAAGAACTCGAAGAGGATGGAGACGACACCTACCGCTGCGAATCCA
CGGGGGCGCTTCTCACGCTCGATAACGCCGCCAGTTTTACCATTTCTGCGCCATTCTCGGCGACGGACAACACGTGGATCTACGGCCTCGGTTCTTCTTC
ACGGTAGATCAAAATGATCGCACGACTGCTACCGTCACCTTGCCGAGCTCACCGGGTGCCTATGGCGAAGGCGAACGCCAGTTTCTAGAGTTTGGCGGT
GAAAGCAGACCTGCACTTGAGGTCTACGCCGAGCTTCAGGCTGGCCTCAGCCCCACGATAGGTCTTCTACATCCGAAAGGAGTTGTAGGCGCCCCTTTG
ATGTTCCGCCGCTTCCAAATTCCTGATATCAGCATGACCGAAGACGAGAATCTCCAGCAAGAAGAAGAGGCGACTGTCCAAGTTGTCTGCTCAGCATTT
CCCAAAAGGCGTGACTTCCTGCATTATATCAGAGATTCGGCCCAATATGGCATGTATACGAAGGAAACCATACTACCAGCCGAAGGTTTCCTCATGAGC
AGGCTACCAGTAGCTTATTCCATGTTCGCGGCTTTCCTGCCATCGATTTTGCACCGCTACGAGCTTTTCATGATCGTTCAAGAGCTTTGCGACACTGCAGT
ACGCTCCGTTGGTTTTACTAATCATGAACTGGTACTGCGCGCCATCACCGCATCGTCGACGAACGAAAATGACTACCAGAGACTGGAATTTTTGGGGGA
TTGCATATTGAAATACAGCACCGCGGTCCAGCTCATGGCAGACTTCCTCCACTGGCCCGAGAGCTATCTCACTGAACGTAAAGATCGCATTGTTTCCAAC
GGTGCACTCGCTAAAGCCTCACGCCGCACCGGCCTCGACAAATTCATCATCACTAAGGCCTTCACGGGCTCCAAATGGCGGCCACGCTATGTGCAAGAT
ATCCTAGCCACATCTCAAGCTGCTCTACAAGAGAGTCAAACGCTATCTACCAAGACCCTGGCTGATGTGGTCGAGTCGCTCATCGGTGCCGCCTTCGTTG
AGGGCGGCATACATAAAGCGCACCTCTGCACATCCACCTTCCTCACCAGCCTCGAATGGAAGTCGCTGCACCACTGCCGCACGATCCTGCAGGACCACG
CGGCGGAGGAACACGCGTCAGCGCCAGTGCTCCACCTCGAGCGCGTTGAGGAGCTCATCGGATACACGTTCAAGAACAAGTACCTCCTCCTCGAAGCCC
TGACACACGCGTCCTTCACCGCGCCCCGGGAAGCCGCCTCCTCATCCTACCAACGTCTCGAGTATCTCGGCGACGCCGTCCTCGACTACATCATCTCCGG
CCGGCTGTACGCGCACCGCAGAAAGCCAGCAGCCAACGCCAACGCCAGCAACGACGGCGGTAGCACGATCCCACCCCGCGGCCACGCCGCCGACGAGC
TGCCGCACTGGACGATGCACTCCATCCGGGCCGCCCTCGTCAACGCGTCTTTCCTCGCCTTCCTCTGCATGGAGGCCACCATCTTCGAGCCGCGAACCGA
CGTCGTTTTCGCTCCTTCATCCACCACGACAGCCGCTCCCCTTCCCCTTTCGACAGCACTGGCAAACGAGCAACCATACACCGTCCCCGGCACGCCCTCC
CGCAAGGCGCTGTGGCACTTCCTGCGACACTCGTCGCCGACGCTGCTCGCCTCCGCCACGGCCGCTACCGCCCGGCACGAGCGCTATAGCGAAGACATC
TGGCGCGCGCTGCGGCAGCATCGCCGGTACCCCTGGCGGCTGTTCGCCAAGGTTGGGGCGGAGAAGTTCTTTTCGGACATCGTCGAGGCGGTGCTGGGT
GCTGTCTTTATCGATTCGACGACAAACAGTTCTTTGTCTGTTGGTGATAATGAGATGGTTGACGGGGCAGAGGGACAGGAGAAAAATGGAAAGGTTGTG
CTGGAGGAAGAGGAGGAACTTGAAGCCTGCGAGCGGTTTCTGGAGAAGATCGGATTGATGGACGTGCTGGATAGGTTCATGAGGGACGAGGTCGACTG
TTTGCACCCAAAGACGCAGCTGGGGCGGTTGGCGGGTAGCGATAAGGTGGTTTGGGAGTGGGACGAAGGGGACTTGGACGCTGGCGAGGCGGAGTCGC
CGGAGGGAGGAATGAAGGGGAAGAGGTTTAGGTGTAGAGTCGGCCTTGGGGAGACATGGGTTGGTGACTGGGTTGACGGGGAGACTAGGCACGGTGC
AGAAACGGAGGCGGCGGATCGGGCGGTGTTGACCTTGGTGGCGCAAGGGCGAAGTTGGAGGGGGATGGAGAGGTGGGAGGGTGCGAGTGGCGACGAG
ATCGAAGGTGGAAATGGTGATGGAGATGAAGTGAAGAGCGAAGAGAGTGAAGAAGTCGATCAGGTTGTTGCTGGTGCTGTGATTGGGGACGATTCGGA
CATGGATGATGCTACTCCTCAGCCATCTCATGCGATTTAA

DICER 1 (4503 nt)

Helicase C Azul
Dicer-dimer Verde
RNase III Rojo

>ENA|TVY63342|TVY63342.1 Fusarium oxysporum f. sp. cubense Dicer-like protein 1

ATGTCGGATCACGAGTACATCGACACTGATGACGAAGACGATCGATATCGCCTCATCGTAAACCCTTCGAAGCCTCGAAAGACTACGGAAAAGAAGCT
CCGAGACCAAGCTGCTCTACAGGCGCACATAGAGAAGACACAGAGAGATGCCGCAAGGAGTGCCGTTCCTTTCAGCGATCCTAGTAAACAGTCCCTCG
CCCAGCTCATGAACCAGAACGAGAGCCACAAGATCATCGCCTCGCCTCGAGAATACCAGATTGAACTGTTCGAGCGCGCTAAAGAGAGAAACCTCCTT
GTGGTGTTGCCTACAGGTACTGGCAAAACACTCATCTCCGCCTTGCTACTACGACATCACCTCGAACAAGAGCTGGAAGCTCGAGCCATCGGAAAGCCC
AAGAAAGTCGCCTTTTTCCTAGTAGAAAAGGTCGCCCTCTGTGTTCAGCAACATGCAGTCCTCAGCTGCAACCTCGGGGCCCACCCTGTCACCAAGTTCG
TAGGCCATATGAAAGGCATGACGAAGACCAAAGAATACTGGGATGAGAAGTTTGGCGAAAACATGGTTGTGGTCTGCACTGCTCAGATCCTCCTCGGCT
GCCTCACTTGCGGCTTCATCACCATGTCCCGAATAAACCTCCTCATCTTCGACGAGGCACACCACACGAAGAAGAAGCACCCGTACGCTCGTATCATGG
ACGGGTATTATGGCAAACACGAAGGCGAAAAGCCTCGCGTACTGGGAATGACTGCTTCGCCTGTGGATGCGCGAACCAAGGACGTAAGAGACACTGCC
CTGGAGCTTGAGAGGTCTCTTGACAGCCAAATTGCAACGATTTCAGATGAGGTGCTGATGGAAACCATGCACCGAAAGAAGCAAACCGAAGAAACTGT
CAACTACAGCAGGCTTGAGGCTCCCGATGATACAAAGACACATCTATGGGAGCAGATTTTTGCCCTAGTTTCTCGCAACGAACAGTTCAAGTTGTCGCT
CGAATTCACAAAAGAGGCCTCGTCAGTCCTCGGTACTTGGTGTGCGGACCGATATTGGGAGCTTGCAATGACAGATCCCGAGACTGAACGGCTCGCAGC
CAGAACTAGTCGGGAATTTATTGGAGACATTGCAGTAACAAGAGCAGATCTAGCAACAAAGGCCGTCCGGCGTGTCCAGGAAACTGTTCAGGCTCACA
AGTTCGGTGCAATCGACCCAAAGGCCGAAGGGCTCTCGGCCAAGGTGAAAAGTCTCCATGAGATCTTGTCGCACGCTTTTACAATGGATGGCACCAAGC
GTTGCATTGTTTTTGTCGAGAAGCGATACACAGCCCGTTTACTTTCGGATCTCTATAGCCAACCTTCCATGAGGATCCCAGGAATGTCTGCTTCATACAT
GGTTGGCTGTCAATCAACCAATTCGAGCTTCGGCACCATGTCGTTTCGAGAACAAGTCCTGGCTCTCCACGAATTCAAGCGCGGCAATACCAACTGCCTT
TTCACAACACCTGTTGCAGATGAGGGCATCGATGTTCCAGATTGCGACCTTGTTATTCGTTTCGATCTCTACAACTCCGTCATCCAATATTTGCAATCCAA
AGGACGCGCTCGACAAGCACGCTCTCGATATATCACCATGATGGAGGAGGGAAATTTGACACATATTCGAAGTGCGAAACAAGCATTGAGAGATTCAC
AGGCTCTGGAAAAGTTCTGTCTCTCTCTTTCTGCTGACCGAAAACTTCATGATGATTTGATAGACGAGGACATGGAGATGATGGTTGAGCGCATGCAGC
ATCAAGTGTACGAGATACCTTCGACAGGCGCACGCCTTACGTTTCCCGCCAG
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GTTCACGCTATGCGGAACGCACGGCTAGCTGTGAGTTCAAACAAGAAGGCTGACTACGACATGCGATTGCGGCCAGAGATTTGGGCTG
AACGAGGGGAGTGGACTGAATGTTTTGCGACTACAATCACCATCAAAGACGGGAGCGCCCTTAGGAAGGCAATAGCCGGAAAGTCGTTAATACTTTTCT
CGCGCAAGCCGATCCCGAAACTGCCAGGTGTTCCTCTATTTTTTGGCAATGGACATTCCTCTATTGCTGAATTGACGCCTAATCAGGATGCTCTTAAACT
CAACCCTGAAGAAGCTGACGGATTGACCAAATTCACTCATCGGGTATTCGCCGATGTGTTCAGCAAAGAATACGATACCACGTCCGACCAATATCCATA
CCTCCTCGCACCTTATGCCGACAGTCCCCAATCAGACACTCGATCACATATTGATTGGGATGTTGTCAACCTTGTGAGCAAGAACGAGGTGCTCGAATG
GGAGAATGCGCCAGAAGACTTCTTCGTCAACAAGCTTGTGACTGATCCATACGATGGAGGACGCAAGCTTGTCATCAAAGGTATCGACAAAACGAAGA
AGCCATCCGACCCAACACCCGAAGGAGTCCCCGAATCAAGAAGCAGATCTTATAGGTCTGTGGAACCGACAATCATGCAATACAGTAACAGTCTGTATT
ATAAATCTCGCCAAAGGGTAAAGTGGCGAGATGATCAGCCTGTGGTCAAGGCAGAGCTTCTGTCCTTGCGACGAAACCTTCTGGATGAGTTTGAAGTTG
ACGAGAAGATCAACATGGAGTGTTTCATCATTCTGGAGCCTCTCCATGTGTCTCCTCTACCTATCGATGTGGTCTCTATGGCCATGGCATTTCCAGCAAT
CATCCACCGAATAGATTCCGTCCTGATTGTGTTGGATGCATGTAATCTCCTTGACCTTGAAATTCCACCAGAACTCGCACTGGAGGCCATGACCAAAGAC
AGCGACAACTCTGGGGAGCATGACACAGAACAGATCAATTTCCAAACAGGCATGGGCGACAACTATGAACGGCTAGAGTTCCTCGGCGACTGTTTTCTA
AAGATGGCCACCACGATCTCAATCTACACACTGATGCCTGACGGAAATGAGTGCAAATACCACGTTGAGCGCATGCTTCTCATTTGCAACCAAAACCTC
TTCAATCATGCGGTTGATCGCAAACTCCAAGAGTTCGTCCGATCCAAGGCTTTTGACAGACGAACATGGTACCCCGATCTTCCACTCAAGAAAGGAAAG
GCACCGAAAACTTCGATGAAGCATAATCTGGCCGACAAGACGATTGCAGACGTATGTGAGGCTCTCATTGGGGCAGCATACCTCACAAGCAAGGCCAG
CAACATGGATCTAGCTGTCAAAGCCGTGACGCGAATGACCAAGTCAAAGAACCACAGGATGAAGGCTTTCAAAGATTACTATAAAGCCTACAAGGTGC
CTGAGTGGCAGGAAGGTAATGCGTCCGCCTCTCAACGCAGCCTTGTGCAAAAGGTGGCACAAGCTACAGGATATCGCTTCAAGTCTGCACAGCTTGTCC
AGAGTGCATTCAAACATCCTTCGTGGCCGTATGAGTCTGTCCCAGATTATCAGCGCCTCGAATTTCTGGGCGATTCACTTCTCGACATGGCCGTCGTCGA
TTATCTCTATCAAAACTTCCCCAGAGCAGACCCTCAGTGGCTGACGGAACACAAGATGGCCATGGTATCGAATCAGTTCCTTGGATGCCTCTGCGTTAAG
CTTGGTCTGCACCAGCACCTACTCTCCAGCACATCGAATCTTCTCAGCCAAATCCGCGATTATGTCGTCGAACTCGAAGTTGCTGAAGAAAATGCTCGCA
AGGAAGCGAAAGAAGATGGGACTCCCATGCGCAAGGACTTCTGGCTGAAGGTGGATTCGGCACCCAAGGTTTACGCCGATGTGATTGAAGCTCTTGTTG
GAGCCATGTTTGTCGATTCCAAGTACAAATTTTCGGTTGTCGAGAATTTCTTTACCAAGTTCATCCAGCCATATTTCCACGACATGAGACTTTACGATACC
TTTGCGAACAAGCACCCAGTCACGTTTCTCTCCAAGAAGATGCATCAGGAATTTGGTTGCACAAACTGGCGCATCAGCGCAGAGGCGGTACCATGCAGT
GCAGATCAAGGCATGGCGGCGCTGAAGGATACCGAAATATGCGCTGTTTTCATGGTGCATCAAAATGTTATCGCGGATGACACATCTGAGAGTGGGAG
GTATTCTAAGCAGCGTGCCGCGACGAAAGCGCTCGAGATACTTGATTCGTTTGGTGAGGATGTTGAGGCGGCGAAGAGGTTTTTGGGGTGTGATTGTCA
GCTTGGAGGAGGGGATGTTGAGGTTGATCATGGAACAGCTGTTTGA

Region seleccionada para la produccion de RNAi (250 pb)

DICER 2 (4794 nt)

DEAD/DEAH box helicase Morado
Helicase C Azul

Dicer dimer Verde

RNase III Rojo

>ENA|TVY65056|]TVY65056.1 Fusarium oxysporum f. sp. cubense Dicer-like protein 2

ATGATGGAAATCGATGAAGAGAAGTCTCTCAACAGTGGGAGCGCAGACTCCTCACGGTCGGAGAGTCCTGCCACCGCCTCGACACCATCACCAATGATT
GATGTCGAAGAAACAGTGACCTTAATCCCTACCGATAAGGCCCTAAATGGAAAACAAAAGGCCGCAAACAAGTCCAAAGATGCATCTCCAGTCCCGGA
CATCATCAGGCCTCGTGCCTACCAGCGAGAGATGTTGGAGCAGAGCCTGAAGAGAAACGTGATTGTTGCGATGGATACAGGCAGCGGAAAGACCCAAG
TCGCCGTTCTTCGCATTCAAGCGGAACTCGAGAGAAGTTCACCCAACAAGCTTGTGTGGTTCTTAGGAAAGACTGTTAGCCTCTGCGAACAACAGTTTA
ATGTTATCAAGAGACAAATGCCATCGGTGCCCATGAGACTGCTTACGGGGCAGCTCAACATCGATGCATGGTCGCCAGAAGTTTGGCCTCGAATTCTCA
AGGGCACTCGTATCATCGTATCTACATTCTCCATCTTGCGTGATGCTCTTGACCACGCCTTTGTCACAATGGACATGCTCGCTTTAATAGTATTTGACGAA
GTCCATAATTGCGTTAAGAACAGCTCTGGGCGGAAGATCATGATGAACTTCTACCATCGACACAAGAACGTGGGTATGCCAGTACCTGCCATACTTGGC
TTGACTGCCAGTCCCATTATCTCATCAGATCTTAAGGAGATCGAAAAACTAGAGAATACAATGGACGCTATCTGCGTTACTCCAACCACTCATCGAGAG
CAACTACTCAAGCATGTCAACAAGCCTCACCTCATTCGCTCACTCTACGATGCTACGAAGATCCCTCCCCGTACGCCACTGATGCAACAACTGCAATCAG
AATACTCGAACATGGATATCGCAAAGGATCCTGAGGTTCTTAAGTTAAAGGCTCTTGTCGCTAATGATGAAAAAAAGCGGGAAAAGTTAATGAACGTG
ATTATGAAGCACGACACGTTCTCGCAACAGCAAATCAGAGGCCTCTGGAACAAGAGTAGAGAAATCCTTGCCGAACTTGGCAGCTGGGCAGTAGACCA
TTACATTTCACAGATGATCAAGACCTTCCTTGACAGAATCGACTCATACAGTACTTTCACCGATGCATGGTCTAACGAGGACAGGACCTATCTTGCAGGA
CACTTGCGCCGAATCAACATCGGTGTCGTTGACAACTCACCACCAACCGCTCAAACTGTCTCACACAAAACTAGCCGACTGATCCATGAACTTCTTGCG
GCCGAGAACGATGTAGTTGGAATCATATTCGTCAAGGAACGCACTGCAGCGCATACACTTTGCGAGCTTCTTAACAACTACCCCCCTATTCGAGATCGTT
ACCGCGTCGGTGCAATAGTCGGGGCTTCGAGCTACGGACTTCAGAAACAAAAAGTCTATGAGTACTCCAGTGGTCCTGGCCCTCAAGTCCTCGATGATT
TCAGATCAGGGGCTATCAATCTCCTGGTGGCTACCAGTGTCTTAGAAGAAGGCATTGATGTTCCCGCATGCAACCTAGTTGTGTCCTTCGACGAGATCGC
TACCCTCAAGTCATTCATCCAGCGCCGTGGACGAGCTCGCATGCAGGAATCCAAAATGATTGCCTTGCTGAGCTCAAGCACAGACATCCGCGCCTGGGA
AGAACTGGAGAAAGGCATGAAGGAACGTTACGAAGATGACCAACGAGAATTGGCTCGATTGGATGAACAGGCACGGGCGGAGGAGATTGATTCCACC
TACTATATCGTGAAGAACACAGGAGCACGGCTCGACCTCGACAATGC

GAGAAGGTGGAAGAAAAGACCGACCTAATGCCGGAGCCCCTATTCGACCCCTGGGTCCAGATCG
CCCAACGCTGGAAGTCGGGTTGTGATAAGCAATTCTACTTGTTCGAGTTTACCGATGACGAGTTTCCCGGCCCTTGTTCATTTGACGTCATGTTACCTGCT
CTGATCGACCTGCCTCGAAAGATCACGTTATACCCTGGGAATGGCTCCAAGTGGTCCATCGTATGCGATTCGTTTGTCGATATACCCGATGAGGTATCTT
CAAAAGAACCAGATCAAACTTCGGCTCTCTTGGCTATGAACTTTCAGCACCGCTGGCCGGTCGAAGATCGCGAGCATGTTATCAAGATGTCCATAGCCA
GTACGACCATCTTCCCTGCCCCCCACGTCACCCGGGATGACATGGGTGCATTACCCTTCCGCGGAGATGGGGTGGAAGAGGCGACGAAACACAGAGTTC
TTGTGCGAGACCAATACAAAACGCCGTTTCACTACGTCGGCACGATTCCCTCAAAACCTGATTTTTGTGATGTGCAACGCCCATTCTATGAATATGACAA
AGGTCCATTGAATGAAGAGTATCTGGTTCTTGAAAGATGGGGTCTTCGAGTCGACTTACTTCATGATTTGAAGGATGGTCAAGCCAAGTCAAGCACTAA
ACCTTACGAGTGTGTGCTTCCCATTTCTTATGCCCGTGTTGATAGGGTCAAGAGACGAGTCGTCAAGTGCGGTCTGTTCATTCCACATATCATACATGAG
CTAGAGGTGCAGCTTATTGCATCTGAATTATCTTCTACACTTCTGAAGCCAGTTGGCATCAAGAATTTGCAGTTGGTGCTTGAGGCCGTAAGCTCGCCTA
GCGCTCGTGAACCTGTCGACTACCAGAGACTTGAGTTTTTGGGCGATTCTATTTTGAAGTTTTGCACCGTCACTCAGGCTTATTCTGAACACCCGTCCTGG
CCCGAAGGCCTTCTGAATCATTTTAAAGATCGACTCGTATCCAACGAACGACTCCAACGAGTATGTCTTGAGAAAGGGCTCTCAAAGTTCATTCTTTCGA
AGCCTTTCACCGCCTTGAAATGGAGGCCGCGCTATCTTGATGACATTCTTAAAGAAAAACCTGCCCCTCGACCCGCGCCAGTGGGTGGATCGAAGACCT
TGGCCGATGTTGTAGAGGCACTTATCGGAGCCTCTTACCAAGACGGAGGGCTGACCAAGGCCCTTAAATGCATTTCAGTCTTTTTGGGCGACAGCTGCA
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ACTGGCATCAAGAGGGTGTGGCTAGAGACATTCTCTTTGCTGCAGCTCCTAGCGACGTTCAGCTTCCCAGTAACCTTGAACCCCTTGAAGACCTGATCAA
GTATAAATTCAAGAAGAAGTCTCTGCTGATCGAAGCAGTTACTCATGGTTCATATGCTACAGCCATGCAGGAAAAATCCTACGAGCAGCTCGAGTTTCT
GGGGGACGCTGTTCTGGATTATATCGTTGTCACCAAAATGTTTCAGCACGATCCGCCAATTCCTACTGGTCGCCTTCATATGATCAAAACGGCCATTGTG
AATGGGGAGTTTCTTTCACTTGTGAATCTGGTCAACTCTATCCAACGAAAAGACTTGGAAGTTAGGCCCGATGGTGAGCTTGTAACCAAAACTACTGCA
CTTCCACTTTGGAAGTTCATGAGGTTTAACTCTTCCGAAATGGCCAATGTCATGTTAGAAACCGAGGAGAAATTCGAGTCCATGCGACGGGAGCTTGTC
ATAGCTTTGTGGGGTGATGGTCACTACCCCTGGGCGCTCCTCGCACGCCTTCACCCCCAAAAGTTTTATTCTGATATGTTTGAAGCTCTTCTCGGTGCCGT
CTGGGTCGACTCGGGATCTATCGAAGAATGCATGCGTGTTCTTGAAACATTTCAGGTAACGGACTATCTGGAATTTGTTATCAAGGAGGACATACACGT
TCAGCATCCCAAAGAGGAACTTTCTAAGTTCGCTGATAGACAAAAGATGAAATACACTACAGCCCTGATCGAAGAACCCGAGCCTCGATGGAGTTGTG
GAGTCACAATTGGAGAGCGGTTGGTAGGAGAAGTCGAAGGTTCTCTCAACAAGGTTGAGGCTATGACCAAAGCTGCGGAGAATGCGATTCGACTTTTG
ACAGAGGAGATGAATGCAAGAGATGACCTTGCACAGAAACAGGACGAGGTCACGGCCGATACTTCGCCAGAGAAGGAGTCCACTGATCATTTAATGGA
AGGCATTCTAACCGATAACCCGGAGGACAAGGAGCCGGTTGTTCCTCCAAAGAAAGAGAACAAGATGAAGTCGTTGGTCGAGCCACTGAAGAACGAGA
ATACGAAGAAGTTAGCCGCCCACCCAAAGGAAGTGGAGTTAGCTCGTAGGCCCATAGAGGAGGATTTGATCGATTTCTCGGAGGACGAGATGTCGGAG
GACGAGATGTCGGAGGACGAGATGTCGGAGGACGAGATGTCGGAGGACGAGATGTCGGTCGACCGTCCAAAGGAAGTGGATTTAGGCCATCATCCCAC
GGAGGAGGATTTGATCGGGTTCTCAGACGACGAGACATCGGACGACCGTCCAAGCAAAAAGAGACCAGTTGACGTTTCAGAAGATCACCAGATAGCTG
ATCTTCCAGAGAAGAAAAAGTCTAAGAAATTTTGA

Region de baja homologia seleccionada (250 pb)
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Anexo VI

Extraccion de Plasmido por lisis alcalina

1. Centrifugar el cultivo bacteriano en tubos de 1.5 mL a velocidad méxima por 2 minutos y
almacenar en hielo a 4 °C. De ser posible dejar el sedimento bacteriano lo mas seco posible
haciendo decantacion.

2. Resuspender el pellet bacteriano en 100 pL de solucion alcalina de lisis I (Tris HCL 1M,
EDTA 0.5 M y H>O desionizada) enfriada en hielo y agitar por vortex. Asegurarse de que
todo el sedimento esté inversa en la solucion.

3. Agregar 200 pL de solucion de lisis alcalina II (NaOH 10 N, SDS 5% y H2O desionizada)
recién preparada a cada suspension bacteriana, tapar el tubo y mezclar a mano unas 10 veces.
Posterior colocar el tubo en hielo.

4. Agregar 150 pL de solucion alcalina helada III (CH3CO2K 5 M, Acido glacial acético y
H>O desionizada) cerrar el tubo y dispersar la solucion mediante inversion, varias veces.
Incubar el tubo en hielo por 5 minutos. Centrifugar el lisado bacteriano a velocidad méxima
(12000 rpm por 5 minutos a 4 °C). Transferir el sobrenadante a tubos nuevos.

5. Agregar un volumen igual de fenol-cloroformo y agitar con vortex. Centrifugar la emulsion
a velocidad méxima durante 2 minutos a 4°C. Transferir la capa superior acuosa a un tubo
nuevo.

6. Precipitar el DNA plasmidico agregando 2 volimenes de etanol absoluto a temperatura
ambiente. Mezclar agitando por vortex y dejar reposar la mezcla durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Centrifugar a velocidad maxima por 5 minutos a 4 °C. Posteriormente
retirar el sobrenadante por decantacion sin remover el pellet.

7. Agregar 1 mL de etanol al 70% e invertir el tubo cerrado varias veces para el lavado del
pellet, después centrifugar a velocidad maxima por 2 minutos a 4 °C. Volver a eliminar el
sobrenadante por decantacion y dejar secar a temperatura ambiente para evaporar el etanol
sin deshidratar el pellet.

8. Finalmente disolver el pellet en 30 ul de H>O desionizada estéril libre de nucleasas y afadir

1 ul de RNAsa (10 mg/ pl) e incubar a 37 °C por 30 minutos, pasado este tiempo medir la
concentracion de DNA plasmidico. Guardar los tubos a -20 °C hasta su posterior uso.
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Anexo VII
Tablas de ANOVA

ANOVA y prueba de Tukey del promedio general de los dsSRNAs y sSRNAs.

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Factor 1 1502 15022 7.05 0.038
Error 6 1279  21.31

Total 7 2781

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
dsRNA 4 2283 A
sRNA 4 14.167 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
RNAs 1 2930 2929% 5.15 0.026
Concentracion 9 33447 37164 6.54 0.000

Error 79 44903 0.5684

Total 89 81.022

Comparisons for AJUSTE

Tukey Pairwise Comparisons: RNAs
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

RNAs N Mean Grouping
IdsRNAs 45 0581338 A
sdsRNA 45 -0.447211 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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Fisher Pairwise Comparisons: RNAs
Grouping Information Using Fisher LSD Method and 95% Confidence

RNAs N Mean Grouping
IdsRNAs 45 0581338 A
sdsRNA 45 -0.447211 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Concentracion
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Concentracion

0 ug

0 ug

T ug
0.25 pg
0.5 pg
0.125 pg
T ug
0.25 pg

0.5 pg
0.125 pg

Means that do not share a letter are significantly different.

Fisher Pairwise Comparisons: Concentracion
Grouping Information Using Fisher LSD Method and 95% Confidence

Concentracion

N Mean Grouping
9 1.69693 A
9 066838 A B
5 0.25957 B C
9 0.18098 B C
9 0.05374 B C
9 -0.06147 B C
13 -0.12097 B C
9 -0.44677 B C
9 -0.59188 C
9 -0.96787 C

0 ug

0 ug
Tug
0.25 pg
0.5 pg
0.125 pg
Tug
0.25 pg

0.5 pg
0.125 pg

Means that do not share a letter are significantly different.

N Mean  Grouping
9 169693 A

9 066838 A B

5 0.25957 B C D
9 0.18098 B C

9 0.05374 B C

9 -0.06147 B C
13 -0.12097 C

9 -0.44677 C D
9 -0.59188 cC D
9 -0.96787 D
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