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Resumen 

México es el primer exportador de frutas tropicales, con un valor en 2016 de $2,480 

millones de dólares o 27% del mercado mundial. No obstante, las pérdidas por hongos 

fitopatógenos ascienden a un 30% con la consecuencia de que los agroquímicos más 

producidos en México son los fungicidas con un valor de importación de 186 millones de 

dólares anualmente. En la actualidad, hay fungicidas que consisten en pequeñas 

moléculas de ácido ribonucleico (20-30 bases; sRNAs) con complementariedad de bases 

y capacidad de silenciar genes esenciales en el hongo, por ejemplo, los mensajeros de 

las proteínas DICER, claves en la regulación génica. Los sRNAs se han probado 

mediante silenciamiento génico por aspersión (SIGS), donde se asperjan sobre la planta 

para inhibir al hongo. Dado que no se ha probado esta tecnología contra hongos 

fitopatógenos de frutas tropicales, en este trabajo se diseñó una estrategia microbiológica 

y molecular para el diseño de construcciones de DNA aplicables en SIGS. Para lo 

anterior, se asilaron 19 hongos de diferentes patosistemas de frutas tropicales entre las 

que destacó Penicillium digitatum aislado de naranja. Con la información de género y 

especie, se observó que los DICERs de P. digitatum tienen una longitud de 3000-5000 

bases. Estas secuencias se alinearon con los genes DICER de naranja y se identificaron 

dos secciones que poseen baja identidad mutua en el brazo conector entre el dominio de 

Helicase ATP-binding y Helicase C-terminal y entre el dominio de RBD y el de RNAsa III 

que se usaron para el diseño de los sRNAs en una quimera concatenada. El trabajo 

realizado hizo disponible una colección de hongos patógenos de frutas, su identificación 

molecular, la caracterización de información molecular disponible de cada uno de ellos y 

la obtención de construcciones de sRNAs para la posible fitoprotección de la naranja ante 

P. digitatum. 
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Abstract 

Mexico is the main exporter of tropical fruits, with a value in 2016 of MDD $2,480 or 27% 

of the world market. However, losses from phytopathogenic fungi amount up to 30% with 

the consequence that the most produced agrochemicals in Mexico are fungicides with an 

import value of $186 million annually. Currently, there are fungicides consisting of small 

molecules of ribonucleic acid (20-30 bases; sRNAs) with complementarity of bases that 

are able to silence essential genes in the fungi, for example, the messengers of DICER 

proteins that are essential for gene regulation. sRNAs have been tested in spray-induced 

gene silencing (SIGS), where they are sprayed on the plant to inhibit the fungi. Since this 

technology has not been tested against phytopathogenic fungi of tropical fruits, this 

research was designed as a microbiological and molecular strategy for the design of DNA 

constructions applicable in SIGS. The results included the isolation of 19 fungi from 

different pathosystems of tropical fruits. Among them Penicillium digitatum isolated from 

orange stood out. With the information of genus and species, it was observed that the 

fungal DICERs of P. digitatum have a length of 3000-5000 bases. These sequences were 

aligned with the orange DICER genes and two sections were identified that have low 

mutual identity in the connector arm between the Helicase ATP-binding domain and C-

terminal Helicase and between the ds RBD domain and the RNAsa III that were used for 

the design of sRNAs in a concatenated chimera. This research made available a collection 

of pathogenic fruit fungi, their molecular identification, the characterization of available 

molecular information from each of them and sRNA constructions for the possible 

phytoprotection of orange against P. digitatum. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



11 
 

1 Introducción 

1.1 Predicciones de la demanda de alimentos 

El crecimiento demográfico es un concepto que desde mediados del siglo XX ha 

adquirido año tras año una relevancia importante para el ser humano; estudios 

reportados por la Organización de las Naciones Unidas (ONU), predicen que para el año 

2050 aumentará la población mundial a 9700 millones, lo que significa una mayor 

extensión superficial alrededor del mundo para la producción de alimentos, para 

satisfacer la demanda de comida. A raíz de dicha predicción, la ONU estimó que el 

mundo necesitará producir un 50% más de alimento para poder abastecer en su totalidad 

a la población dentro de 35 años (ONU, 2015). 

Según la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

(FAO por sus siglas en ingles) en los últimos 50 años la agricultura ha obtenido mejores 

rendimientos en la producción de alimentos gracias a la combinación de diversas áreas 

del conocimiento como la genética, la agronomía y a partir de los años 90 la 

biotecnología. No obstante lo anterior, en la actualidad se necesitan nuevas tecnologías 

para poder lograr maximizar la producción de alimentos y/o nuevas herramientas para 

alargar la vida funcional de los productos de consumo. La combinación de estrategias 

tiene como objetivo una disminución en las mermas que se sufren en la actualidad y 

cumplir con las necesidades poblacionales de nutrición. 

1.2 Pérdidas de frutas en América Latina y México 

En el caso de América Latina, en 2016 la Secretaria de Agricultura, Ganadería, 

Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación (SAGARPA) y la FAO dieron a conocer que los 

niveles de mermas alcanzan 127 millones de toneladas de alimentos al año, lo que 

equivale a un desperdicio de 223 kilogramos por habitante en la región (SAGARPA, FAO, 

2016). 

México posee tres lugares de importancia en el mundo, la 14ᵃ nación más grande, con 

una superficie territorial de 1 millón 964 mil 375 km², es la 12ᵃ nación más poblada, con 

121.6 millones de habitantes y es la 13ᵃ nación en producción mundial de cultivos 
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agrícolas; con lo cual 26.9 millones de hectáreas están destinadas para la agricultura 

obteniendo una producción anual de 246.2 millones de toneladas (SAGARPA, 2016). De 

tal forma, México tiene un gran potencial en la producción de alimentos y a su vez el reto 

que presenta ser uno de los países más poblados de Latinoamérica. 

En México se producen y exportan frutas tropicales, uno de los principales alimentos 

de América y el mundo. Desde el año 2010 y hasta la fecha (Grafica 1), se ha presentado 

un incremento significativo en su producción posicionando a México como el primer 

exportador internacional de frutas tropicales, con el 27% de la producción anual y un 

valor de exportación de $2.48 Billones de dólares americanos (Grafica 2) (OEC, 2016). 

Gráfica 1 Valor de Exportación de frutas tropicales en México expresado en Dólares 
Americanos (Modificada de OEC, 2016). 

Gráfica 2 Comparación de las proporciones en la producción de frutos tropicales en el mundo 
(Modificada de OEC, 2016). 
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El estado de Oaxaca tiene una producción agrícola importante. En su territorio se 

cosechan diversos productos agrícolas como son materias primas, cereales, semillas, 

legumbres y frutas, siendo estas últimas las que presentan una gran susceptibilidad a los 

hongos fitopatógenos que se encuentran en el ambiente. Esto último se traduce en una 

vida de anaquel menor en relación a los demás productos y en un problema muy 

importante para los productores ya que significa un tiempo limitado para el transporte y 

acomodo de las frutas en el mercado nacional o internacional. A continuación se 

presentan las principales frutas tropicales producidas, además de su volumen de 

producción al año la cual está directamente relacionada con el lugar que ocupa en la 

producción nacional con respecto a cada fruta, destacando su importancia económica 

para la nación.  

 

El municipio de San Juan Bautista Tuxtepec perteneciente al distrito 6 Tuxtepec de la 

región del Papaloapan, es el segundo más poblado del estado de Oaxaca con un total 

de 162,511 de habitantes (INEGI, 2015), y en él se cosechan diversas frutas tropicales 

de suma importancia para el estado como son papaya, mango, plátano, piña, naranja y 

melón. En la Tabla 2 se enlistan las frutas tropicales de mayor importancia y la 

participación del distrito de Tuxtepec en la producción estatal. 

 

 

 

Tabla 1 Producción anual de frutas tropicales y el lugar obtenido del estado de Oaxaca 
en la producción nacional. (Elaborada con información del Atlas Agroalimentario 2018) 
 

Frutas Tropicales Producción Anual 2017 
(Toneladas) 

Posición en la 
Producción Nacional  

Papaya 288,160 1° 

Mango 148,401 6° 
Piña 130,437 2° 

Plátano 66,376 8° 
Naranja 54,438 10° 

Melón 16,882 8° 
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1.3 Enfermedades de los cultivos en México y su combate 

La agricultura es una actividad desarrollada por el ser humano que permitió su 

establecimiento en comunidades fijas, y que con el paso del tiempo ha adquirido una 

importancia relevante debido a la creciente demanda de alimentos que se tiene en la 

actualidad. La agricultura se beneficia de fenómenos de adaptación logrados por dos 

tipos de selección. Primero, la selección natural a factores ambientales como 

inundaciones, sequías, heladas, competición por nutrientes y enfermedades causadas 

por diversos agentes patógenos. Segundo, la selección inducida por el ser humano 

resultando en la domesticación de las especies vegetales consumibles por el humano, 

que se llevó acabo de forma independiente pero casi paralela en diferentes áreas 

geográficas y con periodos de tiempo relativamente largos (Khoury et al., 2016).  

Actualmente se utilizan conocimientos de las áreas de genética, taxonomía y biología 

molecular con el propósito de mejorar esta selección artificial, para hacer que las 

especies vegetales de mayor importancia adquieran resistencia a cambios climáticos 

extremos, sobrevivencia a diversos patógenos como son las plagas y/o enfermedades y 

cambios en sus ciclos de vida para lograr una producción acelerada, por mencionar 

algunas de la mejoras que se realizan en el mundo. 

 
 
 
 

 
 
 
 

 

Fruta Tropicales Producción Anual 2017 
(Toneladas) 

Porcentaje de producción 
del total de Oaxaca 

Piña  129,955.00   99.6% 

Plátano 42,615.19 64.2% 
Naranja 4,918.65 9.0% 

Mango 2,258.00 1.5% 
Papaya 612.00   0.2% 

Tabla 2 Frutas Producidas en el distrito de Tuxtepec, Oaxaca. (Modificada de SIAP, 
2017) 
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En el caso de agentes patógenos, las cosechas sufren diversos ataques por parte de 

bacterias, virus, insectos y hongos, lo que significa un número significativo de mermas 

en los alimentos disponibles. Los hongos fitopatógenos son causantes de diversas 

enfermedades y/o padecimientos en los cultivos. Con frecuencia ocasionan daño 

económicos sustanciales en la agricultura de una nación, un par de ejemplos son los 

hongos Botrytis cinerea (Williamson et al., 2007) y Verticillium dahliae (Klosterman et al., 

2009) que causan enfermedades como el moho gris y la verticilosis, respectivamente 

(Figura 1), repercutiendo en la perdida de diversos cultivos y ocasionando pérdidas 

económicas. 

Para el combate de las enfermedades se requiere la síntesis y uso de agroquímicos 

con la finalidad de controlar las pérdidas. En 2013, la Asociación Mexicana de la Industria 

Fitosanitaria (AMIFAC) reportó que se pierden entre el 20% y 40% de la producción de 

alimentos a causa de plagas y enfermedades en los cultivos; y de manera más específica 

la pérdida por infección de hongos es aproximadamente del 30% de la producción en 

México (AMIFAC, 2013). Ese mismo año la Comisión Federal para la Protección contra 

Riesgos Sanitarios COFEPRIS reportó que el valor de la producción de plaguicidas en 

México creció un 9% entre los años 2007 y 2011 (COFEPRIS, 2013). Los principales 

plaguicidas y su porcentaje de producción en México son los que se muestran en la 

Gráfica 3 (COFEPRIS, 2013). 

A
) 

B
) 

Figura 1 A) Enfermedad del Moho Gris por el hongo Botrytis cinerea, en cultivos de 
Fresas (Fragaria ananassa) (Tomada de Koike, 2016), B) Enfermedad de Verticilosis por 
el hongo Verticillium dahliae, en hojas de tomate (Solanum lycopersicum) (Tomada de 
Weiberg et al., 2013) 
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La FAO dio a conocer las cantidades usadas en México de agroquímicos en diferentes 

años, y se registró que se usaron en promedio 4.55 toneladas de plaguicidas (fungicidas, 

herbicidas e insecticidas) por cada 1000 hectáreas entre el año 2009 y 2010. Tan sólo 

en 2013 se emplearon 37,455 toneladas de insecticidas, 31,195 toneladas de herbicidas 

y 42,223 toneladas de fungicidas (FAO, 2013). De tal forma, los fungicidas son el 

agroquímico con mayor demanda en la República Mexicana. Las estadísticas actuales 

muestran que México exporta un 8.6% del total mundial de producción de fungicidas, con 

un valor de exportación de $53.7 millones de dólares americanos (Gráfica 4); en 

contraste, se tiene una importación del 24% con un valor de $186 millones de dólares 

(Gráfica 5) (OEC, 2016). Se puede concluir que la necesidad (importación) de fungicidas 

en México triplica la salida (exportación) de los mismos en el país, lo que significa un 

importante desequilibrio económico ante este producto. Una solución sería aumentar la 

producción de fungicidas en México para disminuir el gasto producido por la importación 

y así poder lograr un balance económico sobre este agroquímico. 

1.4 Fungicidas químicos 

 

Los plaguicidas son sustancias o mezcla de sustancias que se usan de manera 

intensiva para controlar plagas agrícolas e insectos vectores de enfermedades en 

humanos y en los animales, así como, para el control de insectos y ácaros que afectan 

la producción, elaboración, almacenamiento, transporte o comercialización de alimentos, 

productos agrícolas, madera y alimento para animales (FAO, 2014). 

Gráfica 3 Proporción de los principales agroquímicos producidos en México, 
(COFEPRIS, 2013). 
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Un fungicida es un tipo de plaguicida que tiene el propósito de controlar enfermedades 

causadas por hongos patógenos al inhibir o eliminar al hongo que causa la enfermedad. 

El uso de fungicidas se requiere como control de la enfermedad durante el 

establecimiento del cultivo, para el incremento de la producción de un cultivo en la 

reducción de los daños por el hongo y para el aumento del período de almacenamiento 

de los productos cosechados. Los fungicidas se aplican en forma de polvos, gránulos, 

gas y de manera más común en forma líquida. La zona de aplicación abarca desde los 

suelos, semillas, raíces, tallos, follajes, perímetro de la planta y por último en los 

productos cosechados (McGrath, 2004). 

Los fungicidas se pueden categorizar por sus diferentes características. Por ejemplo 

pueden ser de contacto o sistémicos de acuerdo a su movimiento en la planta. Los 

fungicidas de contacto también son llamados protectores, y deben ser aplicados antes 

de que se presente la enfermedad o al presentarse los síntomas iniciales. Al ser 

compuestos químicos simples y de modo de acción bioquímico, tienden a presentar un 

mayor riesgo a que los patógenos desarrollen resistencia. Los fungicidas sistémicos, 

también denominados penetrantes, son los que son absorbidos por la planta y pueden 

viajar por medio del sistema vascular. Los blancos bioquímicos de los fungicidas son 

diversos y están dirigidos contra los componentes de la membrana celular fúngica, la 

síntesis de proteínas, la transducción de señales, la respiración, la mitosis celular y la 

síntesis de ácidos nucleicos (Gan et al., 2011). Sin embargo, los fungicidas también se 

dirigen a sitios de unión no específicos donde pueden afectar directamente a los 

organismos no objetivo. 

Los fungicidas requieren de repetidas aplicaciones debido al constante crecimiento de 

la planta y de la destrucción/remoción de su estructura por factores abióticos como lluvias 

y luz solar. 

Muchos de los primeros fungicidas desarrollados fueron compuestos inorgánicos, a 

base de azufre o iones metálicos como el cobre, estaño, cadmio y mercurio, que  son 

tóxicos para los hongos. En la actualidad los cúpricos y los sulfurados aún se utilizan 

ampliamente, aunque en su mayoría los fungicidas utilizados recientemente son 

compuestos orgánicos (McGrath, 2004). 
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La aplicación de fungicidas en productos cosechados es de especial manejo, ya que 

las enfermedades post-cosecha pueden ocurrir durante diferentes etapas, por ejemplo, 

durante su cosecha, su manejo en el campo, las operaciones de empaque, transporte, 

almacenamiento y su puesta en anaquel (Sivakumar, 2014). 

 

Gráfica 4 Comparación de la proporción de exportación de fungicidas en América 

(Modificada de OEC, 2016). 

Gráfica 5 Comparación de proporciones de importaciones de Fungicidas en 
América (Modificada de OEC, 2016). 
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1.5 Resistencia a los fungicidas 

Como consecuencia del uso de fungicidas, los hongos han desarrollado mecanismos 

de resistencia. Los fungicidas químicos están diseñados para inactivar proteínas o 

enzimas producidas por estos hongos y así poder disminuir su capacidad de infección y 

desarrollo en la planta. Como resultado de esta actividad, los hongos se adaptan a través 

de mutaciones simples en sus genes y adquieren nueva capacidad de infectar, 

convirtiéndose en resistentes.  

El desarrollo de resistencia a los fungicidas en un área de investigación muy 

importante pues los fungicidas químicos están diseñados para identificar proteínas o 

enzimas producidas por estos hongos y así poder erradicar la infección en la planta. 

Como resultado de esta actividad específica, los hongos pueden desarrollar una 

resistencia a ellos, debido a que una simple mutación en la ruta metabólica del hongo 

causa resistencia. 

Según la FAO, la resistencia es una característica de fundamento genético que 

permite a un organismo sobrevivir a la exposición con una dosis de un plaguicida que 

normalmente podría resultar letal (FAO, 2014).  

La resistencia al fungicida es el resultado de la modificación de un gen dominante en 

el hongo donde las sub-poblaciones del patógeno son muy sensibles o altamente 

resistentes al fungicida, esto se debe en la mayoría de los casos por la diseminación de 

los genes a través de las poblaciones del hongo, debido a un proceso de selección 

provocado por el uso repetido del fungicida. Por otro lado la resistencia también puede 

entenderse como una pérdida completa del control de la enfermedad, aún si se utilizan 

dosis más altas o aplicaciones de fungicidas más frecuentes. La mayoría de los 

fungicidas que hoy en día se producen tienen un solo modo de acción porque de este 

modo se pretende disminuir su impacto ambiental negativo, como es la protección a 

aquellos organismos para los cuales no está dirigido la acción del fungicida. Los hongos 

que son resistentes a un fungicida, con frecuencia son resistentes a otros fungicidas 

relacionados, aun cuando no han sido expuestos a estos fungicidas, ya que poseen el 

mismo modo de acción (McGrath, 2004). 
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De tal forma, se buscan mecanismos de acción de nueva generación en los que se 

cambie el esquema de acción bioquímico simple tradicional de un compuesto una 

enzima, y se desarrollen fungicidas con múltiples sitios de acción pero que aún sean 

específicos para controlar al hongo sin afectar a la planta o al consumidor final. Así, un 

mecanismo que cumple con estas características puede ser uno que se base en la 

especificidad de bases nucleotídicas (apareamiento de bases) y no en el bloqueo de un 

sitio activo (Wang et al., 2016). 

 

1.6 Repercusiones del uso de plaguicidas en México 

Como ya se hizo mención, los fungicidas se incluyen en el grupo de los plaguicidas. 

En México la elaboración, utilización, monitoreo y regulación de fungicidas es un tanto 

laxa, por lo cual no se tiene un conocimiento específico del tipo de daños que ocasiona 

al ambiente y al ser humano. Debido a esto se abordara de una manera general los 

daños reportados en México, causados por plaguicidas. 

El constante uso de plaguicidas causa daños colaterales a los cultivos como la 

destrucción de la fauna y flora benéfica, contaminación de los suelos, contaminación de 

mantos acuíferos, contaminación del aire, lesiones en cultivos rotativos por residuos de 

fungicidas que permanecieron en el campo, daño en los cultivos debido a altas dosis y 

tiempos de aplicación incorrectos, aplicación de fungicidas en condiciones ambientales 

desfavorables y la combinación con algún otro plaguicida. Cabe mencionar que dichos 

productos son también un peligro para el humano, pues las personas responsables de 

la aplicación de los fungicidas en el campo se encuentran expuestas a sus componentes 

presentando diversos problemas de salud (Damalas & Eleftherohorinos, 2011). 

Actualmente, se busca reducir el uso de fungicidas químicos con la creación de nuevos 

fungicidas usando tecnologías sustentables y amigables con el ambiente y el ser 

humano. 

En la República Mexicana no se cuenta con un censo de los plaguicidas mayormente 

utilizados, sólo se tiene el dato que un gran número de compuestos que actualmente se 

utilizan fueron desarrollados hace más de 70 años, como ejemplo están los carbamatos 

y los organofosforados (García et al., 2018). 
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La Dirección General de Epidemiologia DGE reporto un aproximado de 4,000 casos 

de intoxicaciones por plaguicidas en 2016 (DGE, 2017). Análisis realizados a suelos de 

Chiapas, Veracruz y Tabasco mostraron concentraciones extremadamente altas lo que 

representan un riesgo potencial para los habitantes, ocasionando alteraciones 

hormonales, alteraciones cromosómicas, síndromes genéticos, perturbaciones en 

mujeres embarazadas, así como también afectaciones al ganado donde los 

subproductos obtenidos de ellos como son la leche y carne contienen residuos de 

plaguicidas, al igual que en algunos casos las cosechas donde fueron utilizados los 

plaguicidas también pueden contar residuos de éstos (García et al., 2018). 

Así, se requiere investigar moléculas con mayor especificidad de organismo blanco, 

menores dosis, biodegradables y con tiempos de vida útil medios. Las investigaciones 

recientes indican que los ácidos nucleicos pueden ser moléculas que cumplan con estas 

condiciones (Huang et al. 2019).               

1.7 Biofungicida 

En un principio la clasificación general de los fungicidas inorgánicos y orgánicos. 

Actualmente existe un grupo nuevo denominados biofungicidas que son un producto 

natural microbiano o bioquímico. 

Los biofungicidas se dividen en tres tipos que son del tipo microbiano, genético y 

bioquímico. Los microbianos presentan un ingrediente activo vivo que funciona como un 

agente de control biológico, es decir, un organismo que tiene la capacidad de atacar o 

competir contra un patógeno. Los genéticos son incorporados en el genoma de la planta 

de forma permanente y son definidos por la Agencia de Protección Ambiental (EPA, 

2016) como "sustancias con efecto plaguicida producidas por la planta, a partir de 

material genético que ha sido incorporado a ella”. Finalmente, los bioquímicos están 

compuestos por sustancias que ocurren en forma natural. Dichos productos bioquímicos 

pueden ser el resultado de alguna fermentación, pueden afectar directamente a los 

organismos que son causantes de enfermedades o elicitores que estimulan la resistencia 

sistémica adquirida de la planta (SAR), es decir, reforzando los mecanismos de defensa 

de la planta ante el patógeno. Los bioplaguicidas usualmente presentan un espectro de 

acción reducido, tienen una baja toxicidad, se degradan con facilidad y por tal, se les 
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considera que tienen un bajo impacto negativo en el medio ambiente (McGrath, 2004). 

Para el caso de los compuestos bioquímicos, se piensa tradicionalmente en hormonas 

vegetales, o extractos de metabolitos secundarios. No obstante, en años recientes, se 

han descubierto mecanismos bioquímicos que involucran señalizaciones moleculares a 

través de ácidos nucleicos y que fortalecen la resistencia vegetal a los hongos. A 

continuación, se revisarán estos mecanismos y su gran potencial para desarrollar 

fungicidas que fortalezcan las capacidades de fitoprotección. 

1.8 RNA en la interacción planta-patógeno  

Los RNAs de interferencia (RNAi) son moléculas de RNA no codificantes de un rango 

de 20 a 40 nucleótidos (nt) de largo, que se encuentran presentes en la mayoría de los 

organismos eucariotas y regulan de una manera específica la expresión génica, ya sea 

transcripcional o postranscripcionalmente. Los RNAi se pueden dividir en dos grupos, 

microRNA (miRNA) y RNA pequeño (sRNA). Los sRNAs regulan procesos biológicos en 

las plantas, como son, el desarrollo, el metabolismo, el mantenimiento e integridad del 

genoma, las respuestas al estrés abiótico y la inmunidad contra los patógenos. Este 

último, acrecenta la importancia de los sRNAs en la regulación de las interacciones de 

los patógenos con las plantas. Los sRNAs derivan de precursores de RNA bicatenario 

(dsRNA) perfectamente emparejados (Katiyar-Agarwal & Jin, 2010). 

Las respuestas de defensa de las plantas contra los patógenos están mediadas por la 

activación y represión de múltiples genes, por ejemplo, las proteínas quinasas (Weiberg 

et al., 2013). Los sRNAs endógenos del huésped son esenciales en este proceso de 

reprogramación de la expresión génica. En las plantas, los ataques de patógenos 

desencadenan múltiples respuestas inmunes del huésped. Los patógenos suministran 

efectores a las células huésped para suprimir la inmunidad del huésped, y las plantas han 

desarrollado proteínas de resistencia para reconocer efectores y provocar una resistencia 

robusta, por ejemplo, Botrytis cinerea es un patógeno que codifica dos proteínas DCL 

(Dicer) que producen a los sRNAs efectores contra la planta (huésped) que al llegar a la 

célula vegetal, se translocan y se cargan en la proteína Argonauta (AGO) de la planta 

para comenzar con la degradación de los RNA mensajeros (RNAm) de genes de defensa. 

De esta manera, se suprime la inmunidad vegetal y puede iniciar la infección (Figura 2; 
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Weiberg et al., 2014). 

La supresión no sólo ocurre en el huésped, en el patógeno pueden suceder eventos 

de inhibición postranscripcional provocados por las plantas. A estos procesos se les 

denomina silenciamiento génico postranscripcional (Nunes et al.,  2012). Los sRNAs 

producidos por el huésped se translocan en el patógeno y suprimen los RNAm de 

virulencia del mismo, llegando a las conclusión que se tiene un tráfico continuo de sRNAs 

entre diferentes reinos (Weiberg et al., 2015). En biotecnología, la observación de estos 

fenómenos naturales, ha servido de base para el desarrollo de tecnologías de 

fitoprotección que se detallan en las siguientes secciones.  

1.9 Tecnología HIGS 

Una de las tecnologías fúngicas basadas en ácidos nucleicos es el silenciamiento 

génico inducido por el huésped o HIGS (host-induced gene silencing por sus siglas en 

inglés, Wang et. al. 2016). Este método consiste en la utilización de sRNAs que son RNA 

reguladores cortos no codificantes, que silencian genes a través de una 

complementariedad de bases adecuada.  

Los sRNAs se generan a partir de dsRNA o RNA monocatenario con estructuras 

secundarias de horquilla, también llamadas de horquilla (harpin), mediante las enzimas 

ribonucleasas de tipo RNasa III, conocidas como Dicer (DCL). De forma general Dicer 

es la primera proteína en  participar y es la encargada de reconocer al RNAm y procesar 

la horquilla que presenta en su estructura como se muestra la Figura 3A, dicha horquilla 

es transportada al citoplasma donde las proteínas RISC y AGO producirán sRNAs con 

la capacidad de silenciar RNAm específicos y al mismo tiempo, reprimir su traducción en 

la célula (Nunes et al.,  2012). 

De tal manera, si se logra modificar a este mecanismo natural de regulación de RNA 

para que no regule genes endógenos de la planta, sino genes de un patógeno, se puede 

generar una tecnología de fitoprotección. Esta posibilidad se abrió con el advenimiento 

de las técnicas de transformación genética vegetales y la secuenciación de los genomas 

fúngicos.  
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En el método HIGS, las plantas se transforman genéticamente con genes artificiales 

capaces de generar sRNAs que se procesan por Dicer y se cargan en las proteínas AGO 

para silenciar genes blanco del hongo mediante la interferencia del RNAi como se 

observa en la Figura 3B (Nunes et al.,  2012).  

Se tiene el conocimiento del tráfico de sRNAs dentro del patógeno como en el 

huésped, lo que aumenta su efectividad (Figura 3). En el método HIGS, el desarrollo de 

resistencia del patógeno es baja pues el mecanismo de acción se basa en la 

complementariedad de decenas de bases, por lo que el hongo tendría que acumular 

decenas de mutaciones en una sola zona de su genoma para hacerse tolerante. 

Figura 2 Interacción de los sRNA endógenos del huésped como respuesta al ataque por 
los sRNA del patógeno (Modificada de Weiberg & Jin 2015) 
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En los últimos años, se ha descubierto que las moléculas del RNA se encuentran en 

constante movimiento dentro de los organismos, y se han descrito numerosos casos de 

silenciamiento por sRNAs que viajan entre diferentes organismos. Dichos organismos 

pueden ser de la misma especie o de diferentes especies, por ejemplo, entre plantas 

(Arabidopsis thaliana) infectadas por hongos patógenos (B. cinerea; Figura 4A), 

humanos (Homo sapiens) ante el parasito causante de la malaria (P. falciparum, Figura 

4B) y del parasito causante de mal de chagas (T. cruzi, Figura 4D), de bacterias (E. coli) 

contra nematodos (C. elegans, Figura 4C) y de plantas a hongos patógenos (Figura 4E). 

Como se ilustra en la Figura 4, el método HIGS para cada uno de los casos, se explota 

el efecto silenciador de las señales de sRNAs en los organismos con los que interactúa 

e implica la expresión del huésped como respuesta a la maquinaria generadora de 

sRNAs dirigidos contra genes en patógenos asociados, parásitos o simbiontes (Knip et 

al., 2014). 

Figura 3 A) Regulación post-transcripcional, B) Silenciamiento Inducido por el Huésped 
(Modificada de Nunes et al.,  2012) 
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No obstante, una desventaja de esta tecnología es que se debe desarrollar una planta 

transgénica específica para cada genotipo de hongo. Lo anterior es difícil pues las 

infecciones fúngicas raramente son causadas por un sólo hongo, y además es difícil 

incorporar más de un tipo de resistencia por planta. 

1.10 Tecnología fúngica SIGS 

Estudios recientes revelaron que los sRNAs pueden moverse entre un huésped y un 

patógeno, llevándose a cabo una interacción entre dos reinos distintos lo que acuñó el 

término intercambio de RNAi entre reinos (“cross-kingdom RNAi“; Wang et al., 2017). La 

movilidad de los sRNAs implica que  algunos patógenos de plantas y animales sean 

capaces de liberar sRNAs en las células del huésped para modular la respuesta inmune 

del huésped y así aumentar su patogenicidad. Sin embargo, al mismo tiempo las células 

del huésped también liberan sRNAs contra el patógeno para poder contrarrestar y/o 

reducir la virulencia del patógeno, como se esquematiza en la Figura 5. 

Estos descubrimientos abren la posibilidad de utilizar sRNAs sintéticos aplicados 

desde el exterior de la planta para fortalecer su respuesta en contra del hongo.  Lo 

anterior elimina la necesidad de usar eventos de transgénesis para la fitoprotección de 

la planta y permite hacer formulaciones dirigidas contra familias de hongos.  

Figura 4 Esquema de acción del silenciamiento inducido por el huésped HIGS 
(Modificada de Knip et al., 2014) 
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Esta idea implica desarrollar un biofungicida a partir de sRNAs sintéticos para reforzar 

la acción de las células del huésped y reducir la virulencia del patógeno. Esta nueva 

generación de biofungicidas se llaman fungicidas de nueva generación basados en RNA 

(Huang et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

La forma de aplicación del fungicida se hace a través de la aspersión de la mezcla de 

sRNAs en la superficie a proteger. Esta aspersión diferencia a esta nueva tecnología de 

su antecesora HIGS y le dota de su nombre, silenciamiento génico inducido por 

aspersión (SIGS) (Figura 5) (Wang et al., 2017). Este esquema ya se ha desarrollado y 

aplicado en la fitprotección de productos finales contra el hongo B. cinerea (fresas, uvas, 

pétalos de rosa, hojas de lechuga; Wang et al., 2016) así como en plantas enteras contra 

el hongo Fusarium graminearum (Koch et al., 2016) con resultados prometedores de 

hasta 95% de reducción de la patogenicidad del hongo. A la fecha, los blancos que se 

han seleccionado en el hongo para ser regulados negativamente es el propio Dicer 

fúngico o citocromos responsables de la síntesis de membrana fúngica (Wang et al. 

2016). 

El sistema SIGS también tiene todavía aspectos que mejorar, por ejemplo, 

adecuaciones para alargar el tiempo de vida de los sRNAs como el uso de nanopartículas 

(nanoarcillas o nanomicelas). También se investiga activamente nuevos blancos 

Figura 5 Fitoprotección por aplicación en spray de sRNAs exógenos en frutas de tomate, 

fresa y uva (Modificada de Wang et al., 2016). 
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bioquímicos y la disminución de blancos no deseados en la planta (Mitter et al. 2017).  

Otra limitación evidente en la tecnología SIGS es la síntesis a nivel industrial de 

sRNAs. De manera popular, se considera al RNA como una molécula difícil de manejar 

y costosa de producir. No obstante, recientemente Zotti et al., 2018 reportan que la 

síntesis biotecnológica de sRNAs a través de bacterias tiene un costo de fitoprotección 

de 2 dólares por hectárea (Kim et al., 2019). 

De esta manera, con la acumulación de conocimiento de secuencias genéticas de 

hongos y plantas, la tecnología SIGS puede comenzar a implementarse en otros 

patosistemas adicionales a los reportados por instituciones norteamericanas o alemanas. 

En este trabajo se propone que se puede explorar la tecnología SIGS en patosistemas 

de interés nacional, y de los múltiples candidatos posibles, se proponen sistemas de 

frutas tropicales. 
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2 Justificación 

 
La agricultura es la actividad de mayor producción de alimento y se ve amenazada 

por los diversos agentes patógenos que atacan las cosechas, resaltando que el 30% del 

total de fitopatógenos son hongos. En 2016, la situación de alimentos en américa latina 

y el caribe indica que las mermas son de 223 kg por habitante al año. Lo anterior implica 

que el agricultor se ve en la necesidad de utilizar fungicidas para controlar las pérdidas 

de sus cosechas, con la consecuente acumulación de dichos productos químicos en el 

ambiente y el desarrollo de resistencia por parte de los patógenos.  

Con la finalidad de generar alternativas para el control de las enfermedades en plantas 

que limiten el impacto negativo sobre el ambiente, se han desarrollado tecnologías de 

nueva generación para la protección vegetal. Entre estas destacan la tecnología SIGS. 

Hasta la fecha, SIGS no se ha aplicado en patosistemas de frutas tropicales, por lo que 

en el presente trabajo se propuso diseñar y elaborar un biofungicida a partir de sRNAs 

(pequeños RNA) sintéticos dirigidos a hongos fitopatógenos que atacan a frutos 

tropicales en post-cosecha.  

Para lograrlo, se requiere realizar un reconocimiento e identificación de patosistemas 

de interés por medio de métodos de microbiología e identificación molecular, para 

posteriormente explorar bioinformáticamente en las bases de datos genómicas 

internacionales la disponibilidad de secuencias informativas de blancos posibles para el 

silenciamiento. Finalmente, producir construcciones genéticas que sirvan como materia 

prima de generación de sRNAs utilizando métodos de biología molecular.  

La información que se obtenga será el fundamento para diseñar estrategias de nueva 

generación que permitan alargar la vida de anaquel de las frutas tropicales, para que 

lleguen en óptimas condiciones al mercado y los consumidores, disminuyendo así las 

mermas que se presentan en el país como resultado de los diversos hongos 

fitopatógenos existentes en México 
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3 Hipótesis 

 
Los hongos patógenos que se aíslen de frutas tropicales en la Cuenca del Papaloapan 

tendrán regiones útiles dentro de los genes DCL para el diseño de sRNAs en el contexto 

SIGS. 
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4   Objetivos 

4.1 General 

 

Diseñar un biofungicida, compuesto de sRNAs sintéticos contra hongos fitopatógenos 

que afectan a frutos tropicales 

 

4.2 Particulares 

1) Aislar hongos fitopatógenos del fruto de papaya, mango, naranja, melón, piña y                                                                                                                                                                                 

plátano

2) Identificar a los hongos por secuenciación de ITS/SSU 18S

3) Detectar zonas de baja homología planta/hongo en genes DCL con potencial de 

ser blancos moleculares para una estrategia SIGS.

4) Diseñar y obtener una construcción de DNA quimérica que contenga a los genes 

DCL1 y DCL2 del hongo de un patosistema.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


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5 Materiales y métodos 

5.1 Aislamiento de los hongos patógenos 

Las frutas tropicales seleccionadas fueron papaya, mango, naranja, melón, piña y 

plátano y se adquirieron de un mercado local de la ciudad de San Juan Bautista 

Tuxtepec, Oaxaca. Se trasladaron al laboratorio de Biología Molecular perteneciente a la 

Universidad del Papaloapan para su procesamiento. 

El aislamiento de los hongos se realizó dentro de la campana de flujo laminar para 

disminuir la probabilidad de contaminación externa de los aislados. En cada fruta se 

identificó en el aislado primario al número de colonias diferentes presentes en relación a 

su morfología macroscópica. Cada aislamiento se realizó en cajas Petri con medio de 

cultivo agar papa dextrosa (PDA por sus siglas en inglés) por los siguientes métodos: 

I. Una colecta superficial de las esporas de cada colonia identificada con ayuda de 

una asa micológica, para después depositarlas por contacto en el agar. 

II. Tomando un pequeño trozo de fruta afectada para depositarlo en el agar. 

III. En algunos casos, se llevó acabo un tercer método el cual fue tomar micelio del 

hongo que se iba a aislar y colocarlo en las cajas Petri. 

Los método I y II se hicieron en todos los aislados, y el III sólo cuando el acceso al 

micelio era posible. La incubación de los aislados se llevó acabo a una temperatura de 

25°C ± 1°C durante 4 días. 

Los aislados se etiquetaron con H (hongo), las iniciales del color de la colonia (B 

blanco, V verde, N negro, G gris) y el  método de aislamiento (R1 espora, R2 fruto, R3 

micelio). Durante las resiembras se continuó observando la homogeneidad colonial de 

los aislados. 

5.2 Microscopía 

La identificación por microscopía se realizó por medio de tres técnicas: método de la 

cinta, microcultivo y observación directa de crecimiento en caja por anverso y reverso. 
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En el primero, se tomó un trozo de cinta adhesiva transparente y por el lado que 

contiene el pegamento, se presionó ligeramente sobre el micelio del hongo, provocando 

que quedara pegado a la cinta, para adherirlo en un portaobjetos. Para tener un mejor 

contraste, en ocasiones se utilizó azul de lactofenol (Anexo 1) para teñir las muestras. 

Una vez montada la cinta con el micelio en el portaobjetos, se vertió una pequeña gota 

de colorante sobre la cinta y se colocó un cubreobjetos. Otra forma en que se realizó es 

colocando primero la gota de colorante sobre el portaobjetos y después la cinta con el 

micelio, en esta opción ya no es necesario utilizar un cubreobjetos. Se observó con los 

objetivos 10x y 40x y se capturaron las fotos con una cámara digital de una ipad 

(MPGT2CL/A) adaptada al microscopio óptico (Olympus, CX41RF/SP-320). 

La segunda técnica utilizada fue la elaboración de microcultivos con el propósito de 

observar de una mejor manera las estructuras de los hongos. Para lo anterior, se colocó 

en condiciones estériles un cuadro de medio de cultivo PDA de 1 cm x 1 cm y 

aproximadamente 2 mm de grosor en un portaobjetos. Se depositó un cubreobjetos 

sobre el cuadro de medio de cultivo. Posteriormente, con una asa micológica se tomaron 

esporas de cada hongo y se inocularon en el cuadro por un costado (entre el porta y 

cubreobjetos). Por último se colocan dos pequeñas torundas de algodón remojadas en 

agua en cada lado del portaobjetos brindando así la humedad necesaria para que se 

desarrolle el hongo. Para su incubación, cada microcultivo se colocó dentro de una caja 

Petri vacía, y se incubó de 2 a 3 días a temperatura ambiente. Al cuarto día se observaron 

al microscopio, donde se utilizaron nuevos portaobjetos con una gota de azul de 

lactofenol. De forma paralela, se tomó cada microcultivo y se le retiró el cubreobjeto, 

despegándolo del medio de cultivo, se colocó sobre el portaobjetos con colorante para 

observar en 40x. 

Finalmente, en un microscopio de fase invertida (Nikon Eclipse TS100) se observaron 

los hongos sin preparación previa directamente de las cajas Petri por anverso y reverso 

con objetivos 10x y 60x, la identificación se realizó siguiendo las claves establecidas por 

Williams-Woodward (2001). 
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5.3 Identificación molecular 

Para la identificación molecular se probaron diferentes métodos de extracción y 

amplificación de DNA. Algunos de ellos se usaron exclusivamente durante el curso 

biología molecular de hongos y otros en el laboratorio de biología molecular de la 

Universidad del Papalaopan. Ambos arrojaron secuencias de calidad y permitieron su 

identificación molecular y consisten en dos caminos metodológicos posibles. A 

continuación se detallan.  

5.3.1 Extracción de DNA por medio del método REDExtract-XNAP 

La identificación molecular de 5 hongos se realizó en una estancia en el Laboratorio 

de Sistemática y Ecología de Micorrizas dirigido por el Dr. Roberto Garibay Orijel en el 

Instituto de Biología de la Universidad Nacional Autónoma de México. 

La extracción de DNA se realizó con el kit comercial REDExtract-XNAP (Sigma, 

R4775). 

Se tomó micelio de cada hongo (no más de 2 mm3) en microtubos de 200 µl con 20 

µl de la solución de extracción previamente vertidos en cada uno, siguiendo las 

instrucciones del fabricante y dentro de la campana de flujo laminar. Las incubaciones 

se realizaron en un termociclador (GeneAmp PCR System 9700) con el siguiente 

programa: 65 °C 10 min, 95 °C 10 min y 4 °C, los tubos retiraron del termociclador y se 

conservaron en un refrigerador a 4 °C hasta su posterior procesamiento. 

A los microtubos se les agregaron 20 µl de la solución de disolución. Se dejaron 

incubar a temperatura ambiente durante 30 min, con un volumen final de 40 µl. Se 

almacenaron a -20 ºC hasta su uso en PCR (sección 5.3.3) 

Las muestras de ADN se identificaron igual que las muestras de hongo de donde 

provenían (Tabla 3). 
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5.3.2 Extracción de DNA por medio del método fenol-cloroformo 

La extracción de DNA de los 14 hongos restantes se realizó en el Laboratorio de 

Biología Molecular de la Universidad del Papaloapan por el método de fenol-cloroformo. 

Se recolectó el micelio de cada hongo directamente de la caja petri con una espátula 

y se depositó en un mortero para ser triturado con nitrógeno líquido hasta obtener un 

polvo fino. Una vez triturado, se tomó un volumen de 200 µl y se depositó en un tubo de 

1.5 ml. Se agregaron 600 µl de solución de lisis (Anexo1), se agitó en vortex por 15 s y 

se incubó por 10 min a 80 °C en un termobloque (Multi-Blok Heater Thermo Scientific). 

Posteriormente, se añadieron 700 µl de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico y se mezcló 

en vortex por 15 s y se centrifugó a una velocidad de 10,000 rpm por 10 min (Heraeus 

Pico 21, Thermo Scientific). Se separó el sobrenadante (aprox. 400-500 µl), se colocó en 

tubos nuevos y se le agregó el doble del volumen (800-1000 µl) de etanol puro con 

respecto al sobrenadante y se adicionó el 10% con respecto al sobrenadante (40-50 µL) 

de acetato de sodio 3 M. Se mezcló en vortex por 15 s y se incubó a -20 °C durante 2 

horas.  

Los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm por 20 min, se eliminó el sobrenadante, se 

añadió 1 ml de etanol al 80%, se mezcló en vortex por 15 s y se volvió a centrifugar a 

10,000 rpm por 10 min. El sobrenadante se eliminó y el precipitado se dejó secar a 

temperatura ambiente por 10 min. El precipitado se resuspendió en 40 µl de agua 

previamente desionizada, estéril y tratada por luz UV. 

Muestra de hongo Clave de identificación 

Papaya H1BR1 PaH1 

Papaya H2VR1 PaH2 

Naranja H1BR1 Na 

Piña H1NR1 PiR1 

Piña H1NR3 PiR3 

Tabla 3 Nomenclatura utilizada para identificar las muestras de los primeros 5 hongos 
aislados 
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Se añadió 1 µl de la enzima RNase A (Thermo Scientific, EN-179S, 10mg/ml) y se 

incubó durante 30 min a 37 °C. Finalmente, se inactivó la enzima a 65 °C por 10 min. Y 

se almaceno el DNA a -20 °C hasta su posterior uso.   

5.3.3 Reacción en cadena de la polimerasa PCR con la enzima Platinum Taq 

DNA Polymerase, utilizando DNA extraído con el método REDExtract-XNAP 

El ADN genómico (gDNA) extraído de las muestras que se procesaron en la UNAM 

se usó como molde para una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando la 

enzima Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, 10966026, 1 U/µl). 

 

 

 

 

Los oligonucleótidos utilizados en la PCR fueron los propuestos por Raja et al. 2017 

(Figura 6) ITS1F e ITS1 (directos) e ITS4 (reverso) detallados en la Tabla 4, la Tm fue 

proporcionada por el fabricante de acuerdo a lo reportado por Breslaucer et al. 1986. 

Estos pares amplifican los  dos espacios intergénicos transcritos o ITS por sus siglas en 

inglés, el tamaño del amplicon que generan estos oligonucleótidos es entre 550 – 600 

pb Figura 6. 

 
 
 
 

 

Tabla 4 Secuencia de oligonucleótidos 

Primer Secuencia Tm 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 57 

ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 55 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 53 

Figura 6 Localización de los oligonucleótidos ITS1F, ITS1 e ITS4 en la región genómica 
del ITS 18S para hongos (Raja et al., 2017) 
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La mezcla de PCR se realizó de la siguiente manera: 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

La mezcla de PCR para el aislamiento de las secuencias ITS se realizó como se 

detalla en la Tabla 5. La mezcla de reacción se elaboró dentro de la campana de flujo 

laminar. Una vez mezclados los reactivos, se adicionaron 23 µl de mezcla de reacción 

en microtubos de 200 µl. A cada microtubo se le agregaron 2 µl de ADN del hongo a 

identificar. En paralelo, se incluyó como control positivo la extracción de gDNA de 

Agaricus bisporus y un negativo sin molde. El programa de PCR se ejecutó en un 

termociclador (GeneAmp PCR System 9700) con el programa indicado en la Tabla 6. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5 Cálculos para la elaboración de la mezcla de reacción para Platinum Taq DNA 
Polymerase 

Reactivo Volumen 1X (µl) 

H2O 18.125 

10x  PCR Buffer  2.5 

dNTPs 10 mM 0.5 

MgCl2 50 mM 1.25 

Primer F: ITS1F 10 µM 0.25 

Primer R: ITS4 10 µM 0.25 

Taq Platimun 0.125 

DNA  2.0 

Volumen total: 25 

Etapa Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 95°C 4 min 1 

Desnaturalización 94°C 1 min  

35 Alineamiento 51°C 1 min 

Extensión 72°C 1 min 

Elongación final 72°C 10 min 1 

Tabla 6 Programa de termociclador para la amplificación de ITS con PCR 
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Para los casos donde no se obtengan los productos esperados, se puede realizar un 

cambio de la polimerasa a AccuPrime Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, 

12346086, 5 U/µl). Termoestable a temperatura ambiente. Se mantuvieron los mismos 

oligonucleótidos utilizados en la PCR anterior. 

La mezcla de reacción para la PCR se realizó como se indica en la Tabla 7. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La mezcla de reacción se elaboró dentro de la campana de flujo laminar, todos los 

reactivos se mantuvieron en hielo, cada reactivo se tomó y se depositó dentro de un 

microtubo de 1.5 ml. Al final, se mezclaron todos los reactivos y se adicionaron 23 µl de 

la master mix en microtubos de 200 µl. A cada tubo se le agregaron 2 µl del templado en 

diluciones de 1:10, 1:100 y 1:1000 para disminuir el efecto de posibles inhibidores 

químicos producidos por el hongo y coextraídos con el DNA. El control positivo y negativo 

fueron los mismos que en la sección anterior. El programa de PCR que se usó está en 

la Tabla 8 y se ejecutó en un termociclador (GeneAmp PCR System 9700). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 7 Cálculos para la elaboración de la master mix para AccuPrime Taq DNA 
Polymerase 

Fórmula para calcular PCR Master 
Mix AccuPrime 

Reactivo Volumen 1x (µl) 
H2O 10.0 

Primer F: ITS1 10 µM 0.25 

Primer R: ITS4 10 µM 0.25 

Taq AccuPrime 12.5 

DNA 2.0 

Volumen total: 25 

Etapa Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 95°C 4 min 1 

Desnaturalización 94°C 1 min  

35 Alineamiento gradiente  

50, 50.8, 52.8, 55.4, 56.7, 58.8°C 

1 min 

Extensión 72°C 1 min 

Elongación final 72°C 10 min 1 

Tabla 8 Programa de la PCR de gradiente 
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5.3.4 Limpieza de productos de PCR por medio del método ExoSAP-IT de las 

muestras de DNA extraído con el método REDExtract-XNAP 

La limpieza de los productos de PCR se realizó como acción preparativa de la 

secuenciación. En la UNAM se realizó con el kit de remoción enzimática de 

oligonucleótidos y dNTPs ExoSAP-IT PCR Product Cleanup Reagent (Affymetrix, 

78201.1.ML), en una relación 1:1 de solución de PCR, por cada microlitro de ExoSAP-IT 

es el protocolo que establece el fabricante, pero se realizaron algunas modificaciones 

como se explica a continuación. 

En cada microtubo de 200 µl se agregaron 2 µl de la master mix de limpieza y 3.5 µl 

de producto de PCR. En un termociclador se realizaron las siguientes incubaciones: 37 

°C durante 45 min, 80 °C durante 15 min, 4 °C tiempo indefinido. 

5.3.5 Reacción en cadena de la polimerasa PCR con la enzima Phusion High-

Fidelity DNA Polymerase utilizando DNA extraído por el método fenol-cloroformo 

El DNA extraído de las muestras que se procesaron en la UNPA se usó como molde 

para PCR utilizando la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo 

Scientific, M0530L, 2000U/ml). 

Los oligonucleótidos utilizados en la PCR fueron los mismos que se utilizaron en la 

sección 5.3.3 y la mezcla de PCR se realizó como se indica en la Tabla 9. La mezcla de 

reacción se elaboró dentro de la campana de flujo laminar. Una vez mezclados los 

reactivos, se adicionaron 19 µl de mezcla de reacción en microtubos de 200 µl. A cada 

microtubo se le agrego 1 µl de ADN del hongo a identificar. Los controles fueron los 

mismos ya descritos en la sección 5.3.3. 
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El programa de PCR se corrió en un termociclador (Veriti 96 Well Termal Cycler, 

Applied Biosystems) con el programa indicado en la Tabla 10. 

 

 

 
 

 

 

5.4 Electroforesis con buffer TBE 

Los productos de PCR de las muestras extraídas con el método REDExtract-XNAP se 

resolvieron por medio de electroforesis en agarosa al 1% (Anexo 1). El buffer utilizado 

fue TBE compuesto de TRIS borato y EDTA (Anexo 1),  se usó  a una contracción de 1X 

a partir de una solución 10X (Anexo 1). 

Se agregó el fluoróforo GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, 41001) a la solución 

tibia de agarosa fundida. La documentación de los geles se realizó en un transiluminador 

de UV (Ingenius Syngene Bio Imaging). 

 

 

Tabla 9 Cálculos para la elaboración de la mezcla de reacción para Phusion High-Fidelity 
DNA Polymerase 

Reactivo Volumen 1X (µl) 

H2O 13.3 

5X Phusion HF buffer 4 

dNTPs 10 mM 0.5 

Primer F: ITS1F 10 µM 0.5 

Primer R: ITS4 10 µM 0.5 

Phusion HF 0.2 

DNA 1 

Volumen total: 20 

Etapa Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 98°C 5 min 1 

Desnaturalización 98°C 10 s  

30 Alineamiento 53°C 20 s 

Extensión 72°C 30 s 

Elongación final 72°C 5 min 1 

Tabla 10 Programa de la PCR con la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 
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5.5 Electroforesis con buffer TAE 

  Los productos de PCR de las muestras extraídas con el método fenol-cloroformo se 

resolvieron por medio de electroforesis en agarosa al 1% (Anexo 1). El buffer utilizado 

fue TAE está compuesto de TRIS acetato y EDTA (Anexo 1), se usó  a una contracción 

de 1X a partir de una solución 50X (Anexo 1). 

Se añadió el fluoróforo bromuro de etidio a 0.02µl/ml en la solución tibia de agarosa 

fundida. La documentación de los geles se realizó en un transiluminador de UV (Ingenius 

Syngene Bio Imaging).  

5.6 Limpieza de productos de PCR por medio del método GeneJET 

de las muestras de DNA extraído con el método fenol-cloroformo  

 La limpieza de las muestras que se secuenciaron desde la UNPA, se realizó con el 

kit de remoción de fragmentos de DNA extraídos de geles de agarosa GeneJET Gel 

Extraction (Thermo Scientific, K0691), utilizando una tecnología de membrana a base de 

sílice en forma de una columna de centrifugado. 

    Se localizó el fragmento de gel donde está contenido el amplicón de DNA de interés 

en un transiluminador UV y se cortó con un bisturí. Una vez cortada la banda de gel se 

introdujo en un tubo de 1.5 ml y se añadió el buffer de unión en una relación 1:1. El tubo 

se incubó a una temperatura entre 50-60 °C por 10 min en baño de agua y al salir de la 

incubación se mezcló en vortex por 10 s. 

     Se tomaron 800 µl de la solución y se vertieron en la columna de purificación 

GeneJET. Se centrifugó durante 1 min a 13,000 rpm y este paso se repitió hasta terminar 

con la solución del gel. Para finalizar, se añadieron 100 µl del buffer de unión y se 

centrifugó por 1 min. 

   Se añadieron 700 µl de buffer de lavado en cada columna de purificación y se 

centrifugó durante 1 min a 13,000 rpm dos veces. Terminados los lavados se centrifugó 

1 min más para remover totalmente el buffer de lavado.  
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   Por último, la columna de purificación se colocó en un nuevo tubo de 1.5 ml y se 

añadieron 50 µl de agua libre de nucleasas teniendo cuidado de sólo depositarla en la 

membrana de la columna y se centrifugó durante 1 min a 13,000 rpm. Las muestras se 

almacenaron a -20 °C hasta su posterior procesamiento.  

5.7 Secuenciación Sanger en ambas direcciones (5´-3´ y 3´-5´) 

partiendo de DNA extraído con el método REDExtract-XNAP 

Para las muestras procesadas en el Laboratorio de Sistemática y Ecología de 

micorrizas de la UNAM, los productos de PCR se enviaron a secuenciar con los dos 

oligonucleótidos de amplificación ya mencionados, por separado. Esto permitió amplificar 

ambas cadenas. Los oligonucleótidos se enviaron a una concentración de 8 mM. 

Las muestras se secuenciaron por método Sanger en Laboratorio de Secuenciación 

Genómica de la Biodiversidad y de la Salud en el Instituto de Biología de la Universidad 

Nacional Autónoma de México UNAM. 

5.8 Secuenciación Sanger una dirección (5´-3´) partiendo de DNA 

extraído por el método fenol-cloroformo 

Para las muestras procesadas en el Laboratorio de Biología Molecular de la UNPA, 

los productos de PCR se enviaron a secuenciar con los oligonucleótidos de amplificación 

ITS1F e ITS4, por un solo sentido con una concentración de 100ng/µl. Los 

oligonucleótidos se enviaron a una concentración de 100ng/µl. 

Estas muestras se secuenciaron por método Sanger en el Laboratorio Nacional de 

Genómica para la Biodiversidad campus Irapuato del Centro de Investigación y Estudios 

Avanzados (Cinvestav). 

5.9 Edición de las secuencias 

Las secuencias se recibieron como electroferogramas y se editaron in silico con el 

programa Chromas 2.6.5. (Technelysium). La limpieza consistió en observar los 

electroferogramas de cada secuencia para eliminar de los extremos 3’ y 5’ a las bases 

con baja certidumbre. Para la secuencia intermedia se seleccionaron en toda su longitud 
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hasta detectar la presencia de solapamientos mayores al 50% de la altura del pico 

original, que corresponden a un valor de calidad 30 (1 error probable en 1000; basado 

en el manual de operación  https://www.nwabr.org/sites/default/files/Analyzing-A-DNA-

Sequence-Chromatogram.pdf), para poder contrastar con la secuencia determinada por 

el software y crear la secuencia consenso que es la unión de las secuencias directas y 

reversas. 

Con estas secuencias consenso se hicieron alineamientos con el algoritmo en línea 

Blastn (Basic Local Alignment Search Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) del 

National Center for Biotechnology Information (NCBI). Con estas secuencias se comenzó 

la elaboración de árboles filogenéticos.  

5.10 Construcción de árboles filogenéticos 

Para la construcción de los arboles filogenéticos se usó el programa MEGA 7 (Kumar et 

al., 2016), partiendo de la selección de secuencias de las especies con mayor homología 

con respecto de la secuencia consenso de cada hongo aislado, obtenidas de Blastn. El 

corte operativo utilizado para la identificación de cada especie se estableció en 98% de 

identidad (Lundberg et al., 2012). También se buscaron secuencias del mismo género 

pero diferentes especies en la plataforma curada del Joint Genome Institute JGI 

(https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf) y de artículos científicos sobre 

identificación molecular del género de cada hongo que se citan en cada pie de árbol. Los 

árboles se hicieron comenzando con el alineamiento de las secuencias por medio del 

método MUSCLE (Edgar, 2004), seguido de la construcción del árbol utilizando el modelo 

Jukes-Cantor contando con un total de 1000 bootstraps (Almanza-Álvarez et al., 2017).     

5.11 Identificación de genes DCL1 y DCL2 en hongos identificados y 

diseño de sRNAs 

Para comenzar el diseño de una estrategia SIGS, se necesita reconocer el catálogo 

disponible de las secuencias de los genes blancos DCL1 y DCL2 de cada hongo 

identificado. Estas se descargaron de plataformas curadas como son los Consorcios 

UniProt (https://www.uniprot.org/) y funRNA 

(http://funrna.riceblast.snu.ac.kr/index.php?a=view; Choi et al., 2014), de la misma forma 

https://www.nwabr.org/sites/default/files/Analyzing-A-DNA-Sequence-Chromatogram.pdf
https://www.nwabr.org/sites/default/files/Analyzing-A-DNA-Sequence-Chromatogram.pdf
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf
https://www.uniprot.org/
http://funrna.riceblast.snu.ac.kr/index.php?a=view
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se descargaron las secuencias de las proteínas DCL1 y DCL2 de cada fruta de donde 

fueron aislados dichos hongos.  

Para diseñaran las secuencias de los sRNAs, se deben localizar las zonas sin o con 

menor homología entre los DCLs de los hongos y los DCLs de las frutas. Una vez 

obtenidas las secuencias de las proteínas DCL se analizaron in silico, comenzando con 

los alineamientos de los DCLs de los hongos con los DCLs de las frutas, en la plataforma 

del  European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) utilizando su programa de alineación 

de secuencias múltiples llamado T-Coffee (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/; 

Notredame et al., 2000). 

5.12 Diseño de los sRNAs 

5.12.1 Diseño de oligonucleótidos  

Se realizó el diseño de varios oligonucleótidos necesarios para el proceso de unión 

de las dos secuencias de DCL de Penicillium digitatum. Para ello se usaron los 

alineamientos de las secuencias en nucleótidos de cada DCL descargados en la sección 

anterior. Con el fin de evitar que los DCL de la planta fueran blancos de SIGS, se 

prepararon oligonucleótidos que flanquean dos secciones de baja homología planta-

hongo con base en la secuencia genómica del hongo. El diseño se elaboró de forma 

manual. Para el oligonucleótido Pdi1 Forw, se tomaron las primeras 25 bases, y para 

Pdi1 Rev se tomaron las ultimas 25 bases de su secuencia, con la única diferencia que 

para este oligonucleótido se utilizó el reverso complementario, con el fin de que éste 

estuviera en una dirección 5’ – 3´. Se aplicó el mismo procedimiento para Pdi2 Forw y 

Pdi2 Rev. En ambos casos de analizo que la secuencia no promoviera la formación de 

artefactos. Para el oligonucleótido de unión Rev2Compl se tomó la secuencia de Pdi1 

Rev unida la secuencia de Pdi2 Forw y como oligonucleótido de reversa se obtuvo el 

reverso complementario dando lugar a Rev1Compl. Para la adición del promotor T7 se 

utilizaron las secuencias de Pdi1 Forw y Pdi2 Rev unidas a la secuencia del promotor, 

para todos los casos se analizó que su Tm fuera compatible entre sí, los oligonucleótidos 

se observan en la Tabla 11. La Tm fue calculada por medio de la plataforma de Integrated 

DNA Technologies, Inc., por medio de la herramienta OligoAnalyzer 

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/
https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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5.12.2 Amplificación de DNA genómico de P. digitatum 

La extracción se realizó conforme a la metodología descrita en el punto 5.3.5 por el 

método fenol-cloroformo, la electroforesis se llevó acabo con buffer TAE como se 

describe en el punto 5.5. 

5.12.3 Amplificación de la secuencia Dicer en P. digitatum 

Se realizó una PCR con el fin de amplificar las secuencias seleccionadas de la proteína 

dicer DCL1 y DCL2, utilizando los dos primeros pares de oligonucleótidos previamente 

diseñados, para la secuencia DCL1 se utilizaron los oligonucleótidos Pdi1 Forw y Pdi1 

Rev y para la secuencia DCL2 se utilizó Pdi2 Forw y Pdi2 Rev. La polimerasa utilizada 

para la PCR fue la Taq DNA Recombinant (Thermo Scientific, EP0402, 5U/µl). No se usó 

la polimerasa tipo Phusion porque no coloca adeninas en el extremo y evitaría la posterior 

clonación del inserto. El templado se diluyo 1:20 con el fin de no saturar la reacción. En 

la Tabla 12 se muestran las cantidades necesarias para la mezcla de reacción.  

 

Oligonucleótidos Secuencia 5´ - 3´ Tm °C 
Pdi1 Forw TGGGGATATGCTGATCCTTGAAGGC 62.4 

Pdi1 Rev CATTACAGACCGGGCATTTATGCCG 60.2 

Pdi2 Forw CCATCTATCGTGCAAGCTGCGGAGC 63.8 

Pdi2 Rev CAAAGGACGTCTCGGAGTCCCAG 61.2 

Rev1Compl GCTCCGCAGCTTGCACGATAGATGGCGGCATAAATGCCCG
GTCTGTAATG 

63.8 

Rev2Compl CATTACAGACCGGGCATTTATGCCGCCATCTATCGTGCAA
GCTGCGGAGC 

60.2 

T7Pdi1 Forw TAATACGACTCACTATAGGGAGATGGGGATATGCTGATCCT
TGAAGGCG 

66.9 

T7Pdi2 Rev TAATACGACTCACTATAGGGAGACAAAGGACGTCTCGGAG
TCCCAG 

67 

Tabla 11 Oligonucleótidos diseñados para elaboración del ds-RNA de P. digitatum 

       Secuencia del oligonucleótido Pdi1Forw  
       Secuencia del oligonucleótido Pdi1Rev 
       Secuencia del oligonucleótido Pdi2Forw 
       Secuencia del oligonucleótido Pdi2Rev 
       Secuencia del oligonucleótido Rev1Compl (Reverso complementario de 
Rev2Compl) 
       Secuencia del promotor T7 



46 
 

 

 

 

 

 

 

La estrategia llevada a cabo para el diseño del sRNAs para P. digitatum se muestra 

en el esquema de síntesis in vitro de sRNAs (Figura 7). 

El programa de PCR se corrió en un termociclador (Veriti 96 Well Termal Cycler, 

Applied Biosystems) con el programa indicado en la Tabla 13. La electroforesis se llevó 

acabo con buffer TAE como se describe en el punto 5.5 en un gel de agarosa al 2% 

(Anexo 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reactivo Volumen 
1X (µl) 

H2O 12.3 

10X Taq buffer 2 

dNTPs 10 mM 0.4 

MgCl2 25 mM 3.2 

Primer F: Pdi1 y Pdi2 1 µM 0.5 

Primer R: Pdi1 y Pdi2 1 µM 0.5 

Taq DNA Poly  0.1 

DNA 1 

Volumen total: 20 

 Tabla 12 Cálculos para la elaboración de la mezcla de reacción para Taq DNA 
recombinante 

Etapa Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 95°C 5 min 

Desnaturalización 95°C 30 s  

30 Alineamiento 60°C 30 s 

Extensión 72°C 40 s 

Elongación final 72°C 5 min 

Tabla 13 Programa en el termociclador para la PCR 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

 

Transcripción In vitro

Enzima
RNasa III

Digestión 
con EcoRI

— 504pb
T7

T7PdilForw

1) DNAg

3) Overlapping PCR

DCL1/DCL2

RevlCornpl

2S33's:
Rev2Compl

RevlCompl/Rev2Compl

Clonación del 
constructo

DCL2

458pb

T7Pdi2Rev

DCL1

DCL2

DCL2

205pb

Pd¡2Rev

i».

DCL1

DCL2

205pb

Pd¡2RevDCL1

253pb

DCL1

253pbPdilForw

2)DCL's

Pd¡2ForwPdilForw

s'---------
5. 3,ES1

Figura 7 Esquema de síntesis in vitro del sRNAs para P. digitatum
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5.12.4 Purificación de producto de PCR por el kit MinElute PCR Purification de 

la amplificación DCL1 y DCL2 de P. digitatum  

Los productos de PCR DCL se purificaron de gel con el kit de remoción enzimática de 

oligonucleótidos y dNTPs MinElute PCR Purification (Quiagen, 28004).  

Primero, se añadieron 5 volúmenes del buffer PB (buffer de unión) a la reacción de 

PCR terminada, la mezcla debe de presentar un color amarillo correspondiente al color 

del buffer PB. Se trasladó el total del volumen del tubo de PCR a una columna MinElute 

y se centrifugó a 17,900 g durante 1 min, se descartó el sobrenadante contenido en el 

tubo de recolección y se regresa a la columna. 

Se añadieron 750 µl del buffer PE (buffer de lavado) a la columna y se centrifugó a 

17,900 g durante 1 min, se descarta el sobrenadante contenido en el tubo de recolección 

y se regresa a la columna. Se volvió a centrifugar a 17,900 g durante 1 min para descartar 

residuos existentes de etanol. Y la columna se colocó en un nuevo tubo de 1.5 ml. 

La elución se hizo con 10 µl del buffer EB (buffer del elución) añadidos directamente 

en la membrana de la columna, se dejó reposar durante 1 min y se centrifugó a 17,900 

g durante 1 min. Este paso se repitió con el eludido otra ocasión más para aumentar el 

rendimiento. 

5.12.5 Adaptación de oligonucleótidos complementarios y promotores T7 

Cuando se obtuvieron los fragmentos de DCL1 y DCL2 por separado, se prepararon 

unidos en una sola molécula, y posteriormente se le adicionaron las secuencias del 

promotor T7 en los extremos 5´ y 3´. Para posteriormente realizar ensayos de 

transcripción in vitro para su futura síntesis. La adaptación de los oligonucleótidos 

complementarios consistió en tomar 8 µl del producto purificado de PCR tanto de Pdi1 y 

Pdi2 añadiendo y mezclándolos en un tubo de 1.5 ml, obteniendo un total de 16 µl. Se 

incubó en un termoblock Multi-Blok Heater (Thermo Scientific) iniciando con una 

temperatura de 95 °C durante un tiempo de 2 min, transcurrido el tiempo indicado se dejó 

enfriar gradualmente hasta 24 °C, con el objetivo que se lograra el apareamiento de los 

oligonucleótidos complementarios (O’Malley et al., 2007). 
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Una vez a 24 °C se retiró el tubo del termoblock y se colocó en hielo. Se preparó una 

mezcla de reacción para PCR excluyendo los oligonucleótidos en este primer paso como 

se muestra en la Tabla 14 y se usaron como templado 2 µl de los 16 µl contenidos en el 

tubo de 1.5 ml en una reacción de PCR en un termociclador (Veriti 96 Well Termal Cycler, 

Applied Biosystems).  

 

 

 

 

 

 

Con un programa modificado que inició a una temperatura de 37 °C, subiendo a 70 °C 

para que la polimerasa comience a rellenar los espacios vacíos determinados por los 

oligonucleótidos complementarios. Esta incubación se detuvo después de 2 min, para 

adicionar la mezcla de oligonucleótidos, la PCR se ejecutó primero con los 

oligonucleótidos Pdi1 Forw y Pdi2 Rev. 

Una vez que se agregó la mezcla a los tubos, se regresaron al termociclador para 

comenzar con la PCR. Este programa de PCR modificado se muestra en la Tabla 15.  

 La electroforesis de los productos se llevó acabo con buffer TAE como se describe 

en el punto 5.5 en un gel de agarosa al 2%. Se purificaron los productos de PCR por 

medio del kit MinElute PCR Purification descrito en el apartado 5.12.4. 

El producto de esta PCR se purificó de gel como se describió en el Anexo 1 y se realizó 

otra PCR similar con los oligonucleótidos T7Pdi1 Forw y T7 Pdi2 Rev adicionando así los 

promotores T7 necesarios a la secuencia. 

 

Tabla 14 Cálculos para la elaboración de la mezcla de reacción para Taq Recombinante 

Reactivo Volumen 1X (µl) 

H2O 11.3 

10X Taq buffer 2 

dNTPs 10 Mm 0.4 

MgCl2 25 Mm 3.2 

Taq DNA Poly  0.1 

DNA 2 

Volumen total:   20 

Después de la incubación de 2 min, se 
agregaron los oligonucleótidos, F Pdi1 y 
Pdi2 0.5 µl y R Pdi1 y Pdi2 0.5 
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5.12.6 Ligación del constructo (ds-RNA) en el vector pGEM-T Easy 

 Para la preparación del inserto, se requirió correr todo el producto de la segunda PCR 

en un gel de agarosa al 2%, se localizó el fragmento de gel donde está contenido el DNA 

de interés en un transiluminador UV y se cortó del gel con un bisturí. La purificación se 

realizó por medio del kit MinElute Gel Extraction descrito en el Anexo 1.  

La ligación con el vector pGEM-T easy (Promega, A1360; Anexo 1) se llevó acabo en 

un tubo de 200 µl conforme la mezcla de reacción que se presenta en la Tabla 16.    

                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

                               

Etapa Tiempo Ciclos 

Incubación 1 37°C 1 min 

Incubación 2 70°C 1 min 

Paro: Adición de los  oligonucleótidos 

Comienzo: Directo en los ciclos 

Desnaturalización 95°C 30 s  

30 Alineamiento 60°C 30 s 

Extensión 72°C 40 s 

Elongación final 72°C 5 min 

Tabla 16 Cálculos de la mezcla de reacción para la ligación en el vector pGEM-T Easy 

Reactivo Volumen 1X (µl) 

H2O nuclease-free 1 

2X Rapid ligation buffer 2.5 

pGEM-T Easy Vector (50ng) 0.5 

PCR product 0.5 

T4 DNA ligase 3 U/µl 0.5 

Volumen total: 5 

Tabla 15 Programa para el termociclador   
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Se dejó incubar la reacción a temperatura ambiente durante 1 hora, transcurrido el 

tiempo se colocó en el refrigerador a una temperatura de 4 °C durante toda la noche.    

5.12.7 Transformación de células competentes de E. coli One Shot Top10 

La transformación de células competentes se realizó siguiendo el manual del kit One 

Shot Top 10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen, C4040-10). 

Para ello, se tomó del ultra congelador a -80 °C un vial de células competentes y se 

colocó en hielo, ahí se dejó descongelar durante 10 min. Una vez descongeladas las 

células se añadieron 5 µl de la reacción de ligación del vector pGEM-T Easy en la 

superficie de la suspensión de células sin mezclar por pipeteo sino por suaves golpes. 

El vial se incubó en hielo durante 30 min e inmediatamente se realizó un choque 

térmico en un termoblock a una temperatura de 42 °C por 30 s. Al terminar, el vial se 

regresó inmediatamente al hielo. Se añadieron 125 µl de medio S.O.C. y se incubo a 37 

°C durante 1 hora con una agitación orbital de 225 rpm.  

Al término de la incubación de dividió el volumen del vial en 50 µl, 100 µl y 150 µl, 

dichos volúmenes fueron plaqueados en cajas Petri con medio LB solido adicionadas 

con ampicilina 100 µl y X-Gal 20mg/ml (Anexo 1), En este caso no es necesario la adición 

de  IPTG como inductor de operón Lac debido a la modificación del genotipo de las 

células que permite la expresión del péptido alfa-Lacz desde el promotor microbiano 

constitutivo Lac.  

Las cajas Petri se incubaron a una temperatura de 37 °C durante una noche, al día 

siguiente las cajas se introdujeron al refrigerador a 4 °C durante 2 horas esto se hace 

con el propósito de diferenciar claramente a las colonias blancas de la colonias azules.  

Se colectaron las colonias blancas con la punta de un palillo previamente estéril y se 

inoculó por estría en una nueva caja Petri, y el mismo palillo se colocó en un tubo con 5 

ml de medio LB líquido adicionado con ampicilina. Los tubos se incubaron en una 

posición inclinada a una temperatura de 37 °C con agitación orbital de 195 rpm durante 

una noche. 
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5.12.8 Extracción del plásmido por lisis alcalina 

Los cultivos obtenidos en el paso anterior se vertieron en tubos de 1.5 ml y se 

centrifugaron a 12,000 rpm durante 2 min para recuperar el paquete celular libre de 

medio LB. Esta pastilla microbiana se sometió al método de lisis alcalina (Anexo 1).  

5.12.9 Digestión con la enzima de restricción EcoRI   

La digestión de los plásmidos asilados se realizó siguiendo el manual de EcoRI 

(Promega, R601A, 12U/µl), la reacción se llevó acabo en tubos de 200 µl. En la Tabla 17 

se describen los componentes de la mezcla de reacción para la digestión.    

                     

 

 

 

 

Los tubos se incubaron a 37 °C durante 2 horas, al finalizar la enzima se inactivo a 65 

°C por 20 min. 

Una vez terminada la digestión se realizó una electroforesis donde se cargaron las 

muestras de las digestiones con la enzima de restricción en contraste con las 

extracciones de plásmido por lisis alcalina de la sección 5.12.8, en un gel de agarosa al 

2%.  

5.12.10 Purificación del plásmido por AMPure XP 

La purificación de la extracción de plásmidos positivos con inserto se llevó a cabo 

mediante la solución AMPure XP (Beckman Coulter, A63881; Anexo 1). 

Las muestras fueron rotuladas de acuerdo al medio de cultivo donde se hicieron crecer 

las clonaciones LB, acompañado del número de muestra en la digestión.  

Tabla 17 Cálculos de la mezcla de reacción para la digestión con la enzima de restricción 
EcoRI 

Reactivo Volumen 1X (µl) 

H2O nuclease-free 15.8 

10X buffer RE 2 

Acetylated BSA 10 µg/µl 0.2 

Restriction enzyme EcoRI 10 U/µl 1 

DNA 1µg/µl 1 

Volumen total: 20 
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5.12.11 Secuenciación del plásmido por método Sanger en ambas direcciones 

(5´-3´y 3´-5´) 

Las purificaciones de las extracciones de plásmido se enviaron a secuenciar, por 

ambos sentidos utilizando los oligonucleótidos estándar de los promotores M13FW y 

SP6. Se enviaron con una concentración de 100ng/µl. Estas muestras se secuenciaron 

por método Sanger en el Laboratorio Nacional de Genómica para la Biodiversidad 

campus Irapuato del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (Cinvestav). 

6 Resultados y discusión 

6.1 Aislamiento de hongos patógenos de frutas 

Se aislaron 28 hongos de frutas tropicales a través de los tres métodos de aislamiento 

empleados en este trabajo (Tabla 18). Inicialmente se logró aislar al 67% del total de 

hongos sin crecimiento de bacterias, el 33% restante presentó crecimiento de bacterias 

y dos aislados presentaron crecimiento de más de un solo hongo (Tabla 19). Después 

de subcultivos y su análisis por microscopía y morfología macroscópica, se observó que 

correspondieron a 14 colonias de hongos que parecen ser axénicos. 

En las cajas que presentaron crecimiento de bacterias y crecimiento de más de sólo 

un hongo, también se recuperó este segundo aislado, dando como resultado el 

etiquetado de nuevos hongos. Estos resultados de aislados adicionales se resumen en 

la Tabla 20. 

Se realizaron resiembras de todos los aislados, con el fin de propagar material 

biológico necesario para la identificación molecular de cada hongo y la criopreservación 

de los mismos.  

6.2 Microscopía 

Se decidió comenzar a trabajar con 5 de los 18 hongos aislados con base en el tipo 

de fruta del que fueron aislados y el género predicho por la morfología y microscopía. 

Para la selección de la fruta, se tomó en cuenta el conocimiento empírico que se tienen 

sobre su susceptibilidad al ataque por hongos, su producción en la zona, lo delicado de 
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su manejo post cosecha y el grado de infección que se observa en su puesta en anaquel. 

De tal manera, se seleccionaron papaya, naranja y piña. 

Para la selección de los 5 hongos asilados de las frutas anteriores, se realizó la 

preidentificación del género por microscopía a través de las estructuras reproductivas y 

la morfología de las esporas e hifas. Para una mejor observación del hongo se decidió 

teñir su estructura, con colorante azul de lactofenol al ser ampliamente reportado para 

hongos (Shamly et al., 2014). En la Figura 8 se presentan los resultados que se 

colectaron para el aislado H1BR1 de naranja como ejemplo típico de la información que 

se colectó para cada uno de los restantes hongos. Los resultados de esta identificación 

microbiológica en específico se presentan en la Tabla 21 y para el resto en el Anexo 2. 

6.3 Amplificación del gen 18S a partir de ADN extraído con 

REDExtract-XNAP 

6.3.1 Extracción de DNA y amplificación de la zona ITS 

Para la identificación molecular, se utilizó la zona ITS genómica conformada por las 

secciones ITS1, gen 5.8S y ITS2 (Figura 5), dicha zona es considerada un código de 

barras en hongos con múltiples reportes depositados en bases curadas y no curadas  

(Schoch et al., 2012). 

De las primeras 5 muestras seleccionadas, la PCR dio como resultado la amplificación 

de 3 muestras (Figura 9), no se cuantifico la cantidad de DNA extraído, solo se constató 

que hubiera amplificación. El control negativo no presentó ninguna amplificación y el 

control positivo amplificó. Los productos de PCR que sí amplificaron se mandaron a 

secuenciar por ambas direcciones.  

Después de observar que dos muestras no amplificaron, se decidió volver a cargar 

otro gel para excluir algún error como mal pipeteo o carga inadecuada de la muestra. El 

resultado fue el mismo, no se detectaron bandas positivas (Figura 10A). Por lo cual se 

decidió hacer una dilución del templado a 1:10 para minimizar inhibidores de la 

polimerasa y realizar de nuevo la PCR. Las condiciones de la PCR fueron las mismas 

(Figura 10B). 
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Tabla 18 Concentrado de los hongos aislados de frutas tropicales y detalles de su 

aislamiento y etiquetado 

 

 

 

*La nomenclatura utilizada para los aislados consistió en la letra H de hongo, el número 
de la colonia identificada, la inicial del color de la colonia (B blanco, V verde, N negro, 
G gris) y R1 para asilamiento por espora, R2 aislamiento por fruto y R3 aislamiento por 
micelio.  
 

Fruta # Hongo Color de 

Colonia 

Método de 

Aislamiento 

*Clave 

 
 
 
 
 

Papaya 

1 Blanco Espora H1BR1 

Fruto H1BR2 

2 Verde Espora H2VR1 

Fruto H2VR2 

3 Negro Espora H3NR1 

Fruto H3NR2 

4 Blanco/Negro Espora H4BNR1 

Fruto H4BNR2 

5 Gris/Verde Espora H5GVR1 

Fruto H5GVR2 

 
Mango 

 
1 

 
Blanco 

Espora H1BR1 

Fruto H1BR2 

Fruto H1BR3 

Micelio H1BR4 

Naranja 1 Blanco Espora H1BR1 

Fruto H1BR2 

 
Melón 

1 Blanco Espora H1BR1 

Fruto H1BR2 

2 Blanco/Negro Fruto H2BNR1 

3 Negro Fruto H3NR1 

 
 

Piña 

 
1 

 
Negro 

Espora H1NR1 

Fruto H1NR2 

Micelio H1NR3 

2 Blanco/Hoja Espora H2BHR1 

Hoja H2BHR2 

 
Plátano 

1 Blanco/Verde Espora H1BVR1 

Fruto H1BVR2 

2 Blanco Espora H2BR1 
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Tabla 19 Cajas de hongos aislados sin presencia de bacterias y con presencia de 
bacterias 

 
 

 

 

*Dos cajas de aislados de piña presentaron crecimiento de más de un solo hongo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fruta # Cajas 

totales 

# Cajas con 

Hongos Aislados 

sin Bacterias 

# Cajas con Bacterias 

Papaya 10 7 3 Bacterias 

Mango 4 4 0 

Naranja 2 0 2 Bacterias 

Melón 4 4 0 

Piña 5 *2 3 Bacterias 

Plátano 3 2 1 Bacterias 

Total 28 19 9 
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Tabla 20 Hongos asilados con crecimiento de bacterias, hongos aislados con 

crecimiento de más de un hongo y cajas eliminadas por ausencia de hongos. 

 
 

*Número de hongos contenidos en una misma caja 
+Número de cajas eliminadas por ausencia de crecimiento de hongos 
 

 

Fruta Aislados con 

Bacterias 

*Hongos 

Nuevos 

2do Aislado y 

Clave 

+Cajas Eliminadas 

 
Papaya 

H3NR1 0 H3NR1 0 

H3NR2 0 H3NR2 0 

H5GVR2 0 - 1 

Mango H1BR1 0 - 1 

Naranja H1BR1 0 H1BR1 0 

H1BR2 0 H1BR2 0 

Melón - 0 - 0 

 H1NR1 0 H1NR1 0 

  H1N1AR2 0 

 
 

Piña 

H1NR2 3 H1N2AbR2 0 

H1NRR2 0 

H1NR3 0 H1NR3 0 

 
H2BHR1 

 
4 

H2BHAR1 0 

H2BHAbR1 0 

H2BHNR1 0 

H2BHER1 0 

H2BHR2 0 H2BHR2 0 

Plátano H1BVR2 0 H1BVR2 0 
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Figura 8 Aislamiento de un hongo de naranja, morfología macroscópica y microscópica 
del aislado H1BR1. Este aislado se identificó inicialmente como Penicillum sp. A) Naranja 
con infección de micelio blanco, el círculo indica la zona de aislamiento. B) El aislado 
primario del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de 
la caja Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura 
reproductivas del hongo. I) Tipo de espora. 
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Tabla 21 Posibles géneros de los hongos aislados por cada fruta determinados por 

microscopía 

*No se logró identificar por microscopia 
+Confirmado su género por secuenciación, ver Tabla 24 
Claves de identificación establecidas por Williams-Woodward, 2001  
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

Fruta Clave del 
Aislado 

Posible genero 

 
 
 
 
 

Papaya 

 

H1BR1 Fusarium sp.+ 

H1BR2 Fusarium + 

H2VR1 Cladosporium 
sp.+ 

H2VR2 Rhizopus sp. 

H3NR1 *    + 

H3NR2 *    + 

H4BNR1 Rhizopus sp.  

H4BNR2 Rhizopus sp.+ 

  

H5GVR1 Cladosporium 
sp. + 

 
Mango 

H1BR2 * 

H1BR3 *     + 

H1BR4 * 

Naranja H1BR1 Penicillium sp.+ 

H1BR2 Penicillium sp. 

 
Melón 

H1BR1 Rhizopus sp. + 

H1BR2 Rhizopus sp. 

H2BNR1 *     + 

H3NR1 Rhizopus sp. + 

 
 
 
 
 

Piña 

H1NR1 Aspergillus sp.+ 

H1N1AR2 *     + 

H1N2AbR2 * 

H1NRR2 * 

H1NR3 Rhizopus sp.+ 

H2BHAR1 *     + 

H2BHAbR1 *     + 

H2BHNR1 *     + 

H2BHER1 * 

H2BHR2 Rhizopus 

 
Plátano 

H1BVR1 *     +  

H1BVR2 Rhizopus sp. 

H2BR1 *     + 
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Las muestras no amplificaron por lo que se decidió extraer de nuevo gDNA. La PCR 

también tuvo varias modificaciones, la primera fue que se cambió el oligonucleótido 

directo de ITS1F a ITS1 (esto implicó cambiar la temperatura de alineamiento del 

oligonucleótido de 51°C a 54°C), la segunda fue que el templado se trabajó con 

diluciones 1:1, 1:10 y 1:100 y la tercera consistió en aumentar el número de ciclos de 35 

a 38 (Figura 10C). 

Las muestras siguieron sin presentar alguna amplificación, por lo cual se evaluaron 

los cambios realizados hasta el momento para la PCR, que eran las diluciones del 

templado, el cambio de oligonucleótido y el aumento de ciclos. A raíz de esto se tomó la 

decisión de llevar a cabo una PCR de gradiente para probar si la temperatura de 

alineamiento del oligonucleótido no era la correcta y así comprobar si eso era lo que 

interfería para la correcta amplificación del ADN. Se trabajó con sólo una muestra para 

la PCR de gradiente la cual fue H1BR1 Naranja. 

En la PCR de gradiente, además de evaluar las diferentes temperaturas de 

alineamiento del oligonucleótido, se realizaron dos cambios más, el primero fue cambiar 

la polimerasa ya que era el único componente que faltaba por probar y el segundo fue 

agregar una dilución más del templado (1:1000; Figura 11). La amplificación de la 

muestra fue exitosa en todas las diluciones y temperaturas, lo que significa que el cambio 

de la polimerasa fue un factor determinante para la amplificación de las muestras. Se 

analizaron las bandas separadas en el gel y se decidió trabajar con la temperatura de 

50.8°C para la muestra que faltaba por amplificar. Para la última muestra se decidió 

utilizar las mismas diluciones del templado que se usaron para la PCR de gradiente, la 

muestra amplificó en todas las diluciones (Figura 12). 

Se tomaron los productos de PCR de la dilución 1:10 para ambos casos, se limpiaron 

y se mandaron a secuenciar por ambas direcciones. 
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Figura 9 Productos de PCR de la amplificación de la zona ITS con los oligonucleótidos 
ITS1F e ITS4 en un gel de agarosa al 1%. La primera banda de arriba hacia abajo es la 
amplificación de la zona ITS, la segunda son los oligonucleótidos que no se lograron 
utilizar durante la PCR y formaron un dímero. Las condiciones de reacción fueron las de 
las Tablas 5 y 6. 

Figura 10 A) Gel de las muestras que no amplificaron en la primer PCR. B) Gel con la 
dilución del templado 1:10 de la segunda PCR. C) Gel a partir de nuevas extracciones 
de DNA con diluciones 1:1, 1:10 y 1:100, cambio de oligonucleótido de ITS1F a ITS1 y 
aumento de ciclos en la PCR. Todos en un gel de agarosa al 1%. 

Figura 11 Productos de PCR de la amplificación de la zona ITS con los oligonucleótidos 

ITS1 e ITS4. Con diluciones del templado 1:10, 1:100, 1:1000, en un gel de agarosa al 
1%. La migración de las bandas se observa diferente debido que las muestras fueron 

cargas en geles diferentes. Las condiciones de reacción fueron las de las Tablas 7 y 8. 
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6.4 Amplificación del gen 18S a partir de DNA extraído con fenol-

cloroformo 

6.4.1 Extracción de DNA y amplificación de la zona ITS 

Los 13 hongos restantes por identificar molecularmente se trabajaron de forma 

diferente. La extracción del DNA se realizó por medio del protocolo fenol-cloroformo. A 

dichas extracciones se les realizó una electroforesis para comprobar la presencia de 

DNA extraído. En la Figura 13 se presentan los geles de la amplificación de la extracción 

de cada hongo, el gDNA se observa como una banda de alto peso molecular mayor a 10 

Kb. La concentración de la extracción de gDNA se observó altamente variable, 

probablemente reflejando la resistencia a la extracción o la densidad celular de cada 

especie.  

Se consideró que la extracción fue buena en la mayoría de las muestras, sólo en 

algunas el DNA se percibe un barrido de la muestra. Esto es común en el método fenol-

cloroformo pues los solventes (principalmente etanol) pueden afectar la distribución en 

el gel y la efectividad del tratamiento de RNAsa. Se decidió continuar con la PCR 

utilizando todas las muestras pero tomando en cuenta la posibilidad de contemplar 

diluciones para minimizar efectos inhibitorios.  

 

Figura 12 Productos de PCR de la amplificación de la zona ITS con los oligonucleótidos 
ITS1 e ITS4. Con diluciones del templado 1:10, 1:100, 1:1000, utilizando la temperatura 
de 50.8 °C resultante de la PCR de gradiente, en un gel de agarosa al 1%. La migración 
de las bandas se observa diferente debido que las muestras fueron cargas en geles 
diferentes. Las condiciones de reacción fueron las de las Tabla 7 y 8. 
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La amplificación de la zona ITS de los hongos se hizo con los oligonucleótidos ITS1F 

e ITS4 y se presentan en la Figura 14. Se detectó producto de la amplificación en el 50% 

de las muestras extraídas. Para las muestras que no amplificaron, se decidió hacer una 

dilución del templado a 1:50 y realizar una segunda PCR.  

La dilución del DNA fue una buena opción para que las muestras amplificaran 

satisfactoriamente (Figura 15). Los productos de PCR se escindieron del gel y se 

mandaron a secuenciar en una sola dirección. 

Tanto el método de extracción por kit comercial, como por fenol-cloroformo permitieron 

extraer gDNA amplificable por PCR. Así que se prosiguió a extraer el DNA de los hongos 

restantes utilizando el método de fenol-cloroformo (Figura 16). 

Se continuó con la  PCR correspondiente, bajo las mismas condiciones con las que 

se trabajó en las muestras anteriores (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

Figura 13 DNA genómico en gel de agarosa al 1% extraído por el método fenol-

cloroformo. 

Figura 14 Amplificación de la zona ITS utilizando los oligonucleótidos ITS1F e ITS4 bajo 
condiciones de las Tablas 9 y 10, en gel de agarosa al 1%. 
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Figura 15 Amplificación de la zona ITS utilizando los oligonucleótidos ITS1F e ITS4 bajo 

condiciones de las Tablas 9 y 10, muestras diluidas 1:50, en gel de agarosa al 1%.  

Figura 16 DNA  genómico en gel de agarosa al 1% de los últimos hongos por identificar 
molecularmente por el método fenol-cloroformo. 
 

Figura 17 Amplificación de la zona ITS de los últimos hongos por identificar, utilizando 
los oligonucleótidos ITS1F e ITS4 bajo las condiciones de las Tablas 9 y 10, en gel de 
agarosa al 1%. 
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La amplificación de la zona ITS fue exitosa para todas las muestras, cabe mencionar 

que presentaron diferentes tamaños de la zona ITS (Tabla 22); esto se debe 

principalmente a la especie fúngica del hongo. Se limpiaron los productos de PCR con 

el método GeneJET y se mandaron a secuenciar por una dirección.  

Del total de 31 hongos aislados individualmente no se extrajo gDNA de 18 hongos 

debido a que en algunos casos la morfología macroscópica y microscópica de un hongo 

se repetía en otro aislado de la misma fruta o se encontraba en alguna fruta diferente. 

En la Tabla 22 se detallan los aislados de los que se hizo PCR del ITS. Se compara la 

información utilizable para la elaboración de los arboles filogenéticos, que se describen 

en la siguiente sección. 

6.5 Análisis filogenético 

La secuenciación para los 5 productos tratados con los métodos REDExtract-XNAP y 

ExoSAP-IT fue buena ya que se lograron armar secuencias consenso sin errores 

internos. Los resultados de Blastn indicaron que en 4 de los 5 casos, los géneros 

identificados por microscopía fueron correctos (Tabla 23). En el caso del asilado H2VR1 

que se pensó era del genero Botrytis sp, el análisis molecular indicó que el género 

correcto era Cladosporium sp. Este resultado destaca la importancia de complementar 

los estudios morfológicos con confirmaciones moleculares.  

Una vez obtenidas las secuencias del resto de hongos. Se comenzó la elaboración de 

los arboles filogenéticos con el propósito de lograr identificar género y especie. Se 

lograron dos tipos de resultados como se muestra en las Figuras 18 y 19, el primero 

(ejemplificado por Penicillium digitatum, HIBR1) donde se obtuvo una buena separación 

de género y especie con un valor de 98 de bootstrap. Al contrario, el segundo tipo 

(ejemplificado por  Cladosporium oxysporum, H2VR1), en el que no se logró identificar 

una especie, sólo se logró identificar el clado al que pertenece dentro de su género.  

Al analizar esta información y consultar la bibliografía se concluyó que la zona ITS por 

sí sola no es marcador molecular suficiente para la identificación de especies en algunos 

géneros de hongos (Tabla 22 Bensch et. al., 2012). 
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Tabla 22 Tamaño de las secuencias de la zona ITS de los hongos para su 

identificación molecular y la elaboración de su árbol filogenético. 

 

 

 

 

 

 

Fruta Muestra Hongo preidentificado Hongo identificado 
molecularmente (Blastn) 

Papaya H1BR1 Fusarium sp. Fusarium incarnatum 

H2VR1 Botrytis sp. Cladosporium oxysporum 

Piña H1NR1 Aspergillus sp. Aspergillus tubingensis 

H1NR3 Rhizopus sp. Rhizopus oryzae 

Naranja H1BR1 Penicillium sp. Penicillium digitatum 

Tabla 23 Comparación de los hongos pre-identificados por microscopia y los hongos 
identificados molecularmente 

 

- Hongos tratados por el método REDExtract-XNAP a los cuales no se les midió el tamaño 
de banda de la amplificacion de la zona ITS.  
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Para lograr la información de especie en estos casos, se debe de utilizar una 

combinación de al menos 3 marcadores moleculares como ITS, actina y factor de 

elongación 1-α (Bensch et. al 2012).  

La mayor parte de las secuencias se editaron eliminando las primeras y últimas bases 

de la secuenciación para solamente utilizar secuencias de alta calidad en los 

alineamientos.  

De tal manera, se pudieron identificar 3 patosistemas hongo:planta con certeza 

estadística suficiente para avanzar al trabajo molecular del diseño de fungicidas dirigidos 

contra DCL. Adicionalmente, la importancia económica de ellos es destacable, por 

ejemplo, el patosistema de Penicillium digitatum que es el principal fitopatógeno de la 

naranja con pérdidas millonarias reportadas (Palou, 2014). Otro caso es el de 

Lasiodiploidia pseudotheobromae principal fitopatógeno de mango (Rodríguez-Gálvez et 

al., 2016) y Aspergillus tubingensis que afecta a la piña (Perrone et al., 2007). 

El resto de los patosistemas necesita mayor inversión en la identificación molecular 

del hongo o bien, en la clonación y secuenciación de las secuencias blanco de interés. 

Este es un problema común en filogenia de hongos pues muchos clados no están 

claramente diferenciados en especies (Raja et al., 2017) y los depósitos de secuencias 

digitales aún no cuentan con suficientes registros (Choi et al., 2014).    

Se observó que la longitud de secuencia con calidad de señal no presentó un 

comportamiento uniforme y esto se debe a la complejidad de cada género, la limpieza 

del método de extracción, el estado del secuenciador y el criterio del analistas para 

recuperar las secuencias, confirmando la utilidad y diversidad de estas secuencias para 

la identificación molecular. Una vez que se contó con la identificación de género o incluso 

de especie, se realizó una búsqueda en la literatura de los diferentes hongos aislados  

de cada fruta algún antecedente que los reporten como fitopatógenos de frutas, dando 

como resultado los datos de la Tabla 24. 
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Figura 18 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Penicillium digitatum. La  reconstrucción filogenética se realizó por el método Neighbor-

Joining,  la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando el método 

de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en MEGA7 con una 

longitud de rama =0.0403. Códigos de referencia oficial tomados de Joint Genome 

Institute JGI  y Visagie et. al  2014. La flecha indica la secuencia obtenida en este 

trabajo.  

* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 19 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Cladosporium oxysporum. La reconstrucción filogenética se realizó por el método 

Neighbor-Joining,  la prueba de filogenia por el método de bootstrap  (1000) y usando 

el método de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA7 con una longitud de rama =0.0703.  Códigos de referencia oficial tomados de 

Zalar et. al 2007 y Bensch et. al 2012. La flecha indica la secuencia obtenida en este 

trabajo.   
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Tabla 24 Lista de los hongos identificados molecularmente  y su antecedente como 
fitopatógenos    

Clave de color: 
         Reporte como patógeno de frutas 
         Reporte como patógeno de cereales 
         No se ha encontrado reporte que sea fitopatógeno 
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Los resultados al momento indican que la estrategia de aislado otorga una muestra 

de hongos reportados como relevantes al diseño de estrategias para la fitoprotección en 

cultivos de importancia económica. Adicionalmente, proveen de la base molecular para 

buscar de forma específica en las bases de datos genómicas a los genes blanco DCL 

con los que se pretende diseñar la estrategia SIGS. 

6.6 Genes blanco DCL1  y DCL2 del hongo 

Una vez que se identificaron el género y especie de los hongos, se realizó un 

alineamiento entre las secuencias de las proteínas blanco DCL1 y DCL2 del hongo con 

las secuencias DCL de la fruta. De tal forma se buscaron las secuencias de DCLs 

fúngicas, en las bases de datos FunRNA y Uniprot, donde se observó que sólo existen 

reportes de dicha proteína en 3 de las 11 diferentes especies de hongos que fueron 

aislados e identificados. 

Se encontraron tres patosistemas con suficientes antecedentes moleculares 

reportados (Tabla 25). El primero es el hongo de P. digitatum el cual se aisló de naranja 

y piña; el caso del patosistema con naranja es de sumo interés pues el principal 

responsable de pérdidas económicas en dicho cultivo (Palou, 2012, Cerrillo et. al 2017) 

y se tienen reportes de las secuencias de DCL del hongo y la fruta. El segundo caso es 

el de A. tubingensis  donde hay secuencias para el hongo y de piña, única fruta de la que 

se aisló. El último caso R. oryzae podría considerarse como un hongo cosmopolita de 

afectación post-cosecha ya que se encontró en 4 diferentes frutas; piña, papaya, melón, 

plátano, sin embargo, sólo hay registros de DCL para tres de ellas, estando ausente el 

de plátano. 

El patosistema de P. digitatum permite hacer directamente el diseño de un fungicida 

que podría funcionar en dos especies, mientras que para A. tubingensis sería un 

fungicida para un sólo cultivo. En el caso de R. oryzae también podría hacerse un 

fungicida para múltiples cultivos, sin embargo, sería necesario aislar las secuencias de 

plátano, que a pesar de ser un cultivo de gran importancia económica para los trópicos, 

no posee secuencias DCL reportadas en bases de datos.  
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Partiendo de estos datos, se comenzaron a realizar los alineamientos uno a uno entre 

los DCLs de los hongos y los DCLs de las frutas. Se encontraron las zonas con menor 

homología entre ellas para el diseño de los sRNAs, pues no se desea que el fungicida 

también inhiba al DCL vegetal (Wang, 2017). Los diferentes alineamientos presentaron 

una localización de alta similitud a lo largo del dominio helicasa C-terminal y el primer 

domino de ribonucleasa III (Figura 20). En la Figura  21 y 22 se observa el ejemplo del 

patosistema Penicillium digitatum y Citrus sinensis (naranja). No obstante, en el brazo 

conector entre el domino helicasa C-terminal y ribonucleasa III, se encontraron zonas 

potenciales para el diseño de los sRNAs (Figura 20). 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 Esquema ilustrativo de la estructura DCL fúngico, mostrando la zona potencial 
para el diseño de los sRNAs y la zona para clonar y secuenciar de algunos de los hongos 
que no cuentan con reporte de DCL. 

Tabla 25 Reporte de las secuencias en bases de datos  de la proteína DCL de los hongos 
y de las frutas (Los códigos de acceso se encuentran en el Anexo 4)  

-No se encontró registro de la proteina DCL  
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Figura 21 Alineamiento en proteínas, entre el  DCL  del  hongo Penicillium digitatum con 
el DCL de la fruta Citrus sinensis (naranja). En amarillo  se resaltan las zonas con menor 
homología para el diseño de los sRNAs.  

Figura 22 Secuencia en proteínas del DCL del hongo Penicillium digitatum, resaltando 
las zonas para el diseño de los sRNAs. Presentadas en la Figura 19, de color rojo los 
dominio RNase III (984 – 1136) (1187 – 1338, de color azul el dominio Helicase ATP-
binding (81 – 249), de color verde el dominio Helicase C-terminal (385 – 551) por ultimo 
de color morado el dominio Dicer dsRNA-binding fold (584 – 674). 
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Estos datos indican que se puede considerar realizar alineamientos con más de dos 

frutas como sería el caso de P. digitatum y R. oryzae los cuales están resentes en la 

frutas de naranja, piña para diseñar un fungicida para múltiples cultivos. De tal forma, se 

tienen dos enfoques que se le pueden dar al diseño de los sRNAs, un diseño general de 

sRNAs dirigidos a un número definido de hongos de diferentes géneros y especies o un 

solo diseño específico dirigido a un género y especie de hongo definido.  

Estos resultados de alineamiento con organismos que poseen secuencias de DCL 

reportadas, permiten sugerir una estrategia simplificada para secuenciar zonas 

susceptibles a un diseño SIGS. Para los hongos que no cuentan con un reporte de la 

proteína DCL, la estrategia a seguir sería diseñar oligonucleótidos que amplifiquen 

solamente la zona entre los dominios helicasa C-terminal y primer domino de 

ribonucleasa III (Figura 20) para después clonarlos y secuenciarlos para poder diseñar 

los sRNAs. El caso de mayor interés que presenta este estado es el de Lasiodiploidia 

pseudotheobromae con Mangifera indica (mango). Esta estrategia permitiría evitar la 

clonación del DCL completo (superior a 3000pb genómicas) y enfocarse sólo en zonas 

de baja identidad.    

 Debido a la diversidad de géneros y especies que se encontraron en este trabajo, se 

puede predecir que el diseño de un fungicida de RNA multiespecie podría lograrse con 

una inversión de secuenciación dirigida lo que implica un reto no reportado al momento, 

pues sólo hay publicaciones sobre fungicidas monoespecie (Koch, et al., 2016). Este 

último esquema es el que se siguió para el resto del trabajo. 

   

6.7 Diseño de los sRNAs  

Existen varias metodologías para diseñar construcciones genéticas que permitan la 

síntesis de sRNAs in vivo o in vitro. La generación in vivo es característica de la 

tecnología HIGS por medio de eventos transgénicos in planta de estructuras tipo hairpin 

(Weiberg et al., 2014) o a través de sistemas bacterianos de biosíntesis de sRNAs a 

través de mutantes en las rutas de degradación de RNA (Ahn et al., 2019).  

Los sRNAs funcionales son de un tamaño de 21-24 nt y también se pueden generar a 

través de kits de transcripción in vitro que producen los sRNAs a partir de un RNA de 
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doble cadena (ds-RNA; Wang et al., 2016). 

En este trabajo se optó por la opción preparativa para construcciones in vitro. No 

obstante, el trabajo bioinformático aquí reportado puede ser la base para hacer trabajos 

in vivo en el futuro.  

La estrategia a seguir es clonar en DNA la secuencia de un ds-RNA, que resulte de la 

unión de la secuencia seleccionada de menor identidad del DCL1 y DCL2 fúngicos con 

los DCLs de la planta. Posteriormente, hay que incorporar dos características 

particulares para operaciones subsecuentes, la primera es añadir los promotores T7 en 

cada uno de los lados del ds-RNA, ya que sin ellos la transcripción in vitro no se podrá 

llevar acabo, y la segunda es que el tamaño mínimo del ds-RNA sea de 400 pb lo que 

significa un mínimo de 200 pb por cada secuencia seleccionada de los DCLs, ambas 

condiciones son necesarias para el buen funcionamiento del kit de procesamiento 

enzimático. 

De los 3 diferentes patosistemas encontrados con suficientes información genética 

depositada, se eligió trabajar con el patosistema de Penicillium digitatum  y naranja. 

Para la producción de los ds-RNA se realizaron alineamientos, pero ahora utilizando 

nucleótidos de las secuencias de los DCLs fúngicos (Figura 23 y 24). La guía racional de 

la ejecución fue el reporte de Wang et al., 2016 para ds-RNA diseñados contra los hongos 

Botrytis cinerea y Verticillium dahliae. 

En la Figura 21 se puede apreciar el alineamiento entre la secuencia blanco P. 

digitatum y las secuencias de naranja, localizándose entre los dominios Helicase ATP-

binding  y Helicase C-terminal. En esta tesis se observó que, la estructura del DCL1 de 

P. digitatum es muy similar a la estructura del DCL1 de B. cinérea exceptuando que P. 

digitatum cuenta con un dominio extra llamado DRBM. Esto no significa un problema ya 

que este dominio extra se encuentra casi al final de la proteína (Figura 25). En el caso 

del DCL2 de P. digitatum se decidió utilizar el diseño aplicado a V. dahliae, debido a que 

la estructura también carece de los dos dominios de helicasa. Así,  la secuencia blanco 

seleccionada se estableció entre el dominio Dicer dsRNA-binding fold y el primer dominio 

de RNase III como se muestra en la Figura 26.   
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Figura 23 Alineamiento de las secuencias de nucleótidos de la región seleccionada entre 
dominio Helicase ATP-binding y Helicase C-terminal de las secuencias fúngicas  de P. 
digitatum (DCL1) y vegetales de C. sinensis de sus proteínas Dicer, marcado en amarillo 
la secuencia seleccionada para la producción del ds-RNA.  
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Figura 24 Alineamiento de las secuencias de nucleótidos de la región seleccionada entre 
dominio ds RBD y Rinonuclease III de las secuencias fúngicas  de P. digitatum (DCL2) 
y vegetales de C. sinensis de sus proteínas Dicer, marcado en amarillo la secuencia 
seleccionada para la producción del ds-RNA.  
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Una vez obtenido el análisis de secuencias, se procedió a su ensamblado en el 

laboratorio. El primer paso del proceso para la unión de DCL1 y DCL2 de P. digitatum 

fue la extracción de ADN genómico por medio del método Fenol-cloroformo (Figura 27). 

El siguiente paso fue la amplificación de la secuencia de la proteína Dicer utilizando 

los dos primeros pares de oligonucleótidos Pdi1 y Pdi2 diseñados anteriormente (Tabla 

11), un par por cada secuencia de la proteína como se muestra en a Figura 28. Se 

observa que las bandas presentes en el gel corresponden a los tamaños de las 

secuencias seleccionadas para cada DCL (Figura 29). 

Los productos de PCR se recuperaron del gel en un volumen mínimo de elución y su 

concentración permitió continuar con su fusión (Pdi1: 48 ng/µl y Pd2: 60.1 ng/µl). 

Para ello se prosiguió a la adaptación de los oligonucleótidos complementarios y a su 

hibridación para logar el reconocimiento de secuencias complementarias en uno de sus 

extremos. Posteriormente se realizó la PCR para amplificar el producto fusionado de las 

secuencias DCL1 y DCL2. Los resultados de esta PCR mostraron una mezcla 2:1 de 

bandas correspondientes a las moléculas por separado (DCL1= 253 pb y DCL2= 205 pb) 

y unidas (DCL 1 y 2= 458 pb, siendo estas últimas las deseadas (Figura 30).  

Se aislaron las bandas de 500 pb y se usaron como molde en otra PCR para 

fusionarlas a los promotores T7. Esta PCR produjo el aumento en 504 pb de los 

productos fusionados. Por lo que se optó por cortar del gel estos productos, purificarlos 

y clonarlos en un vector para selección blanco/azul y transformar bacterias competentes 

de E. coli. Este procedimiento permitió obtener la concentración requerida de la 

construcción para la secuenciación y al mismo tiempo poder preservar establemente la 

secuencia de DNA que generará los ds-RNA de P. digitatum.  
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Figura 27 DNA  genómico de P. digitatum extraído por el método fenol-cloroformo en gel 

de agarosa al 1%.  

Figura 29 Amplificación de la secuencia seleccionada para DCL1 (Pdi1 =253pb) y DCL 2 
(Pdi2 =205pb) de P. digitatum bajo las condiciones de las Tablas 12 y 13. 

Figura 28 Localización de los oligonucleótidos diseñados para amplificar las secuencias 
de nucleótidos para DCL 1 Pdi1Forw, Pdi1Rev y para DCL 2 Pdi2Forw, Pdi2Rev., de P. 

digitatum. Los números de acceso se encuentran en el Anexo 4. 
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La transformación permitió la recuperación de 31 colonias blancas que se sembraron 

en medio líquido para proceder a la extracción del plásmido y verificar la presencia del 

inserto (Figura 31).  

El plásmido extraído de las colonias blancas mediante lisis alcalina fue digerido con la 

enzima EcoRI. De acuerdo al mapa del vector (Anexo 1), esta enzima permite liberar el 

inserto del plásmido que se espera de 504 pb. 

La electroforesis de las digestiones con EcoRI (Di) y las extracciones de plásmido sin 

digerir (Pl) de cada una de 24 transformantes, indicó que el 45.4% tuvieron un plásmido 

vacío, un 40.9% contuvieron artefactos de bajo peso molecular y un 13.6% tuvieron un 

inserto del tamaño esperado (Figura 32). Se decidió elegir 3 muestras para mandar a 

secuenciar y fueron etiquetadas como LB6, LB15 y LB20. La muestra 6 y 20 tuvieron el 

tamaño esperado del inserto de interés mientras que la 15 se encontró un tamaño menor 

al esperado. 

Figura 30 Amplificación de la secuencia: Pdi1 (253pb) carril 4, Pdi 2 (205pb) carril 3, 
adición de oligonucleótidos complementarios a Pdi 1 carril 6 y Pdi 2 carril 5, unión de las 
dos secuencias Pdi1 y Pdi2 (458pb) carril 7, secuencias Pdi1 y 2 con los promotores T7 
carril 8, por ultimo carril 1 y 2 controles negativos de las amplificaciones de Pdi1 y Pdi2 
(458pb) y la secuencias Pdi1 y 2 con promotores T7.  
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Las secuencias recibidas se analizaron por medio de Blastn de forma general y 

fragmentada (Figura 33), con el fin de encontrar si algunas de ellas contenía la 

construcción fusionada de DCL1 y DCL 2 de P. digitatum. La secuencia identificada como 

6 contenía 100% de identidad con el constructo diseñado (Figura 34). Las secuencias 

restantes 15 y 20 contenidas en el anexo 5 solo contenían fragmentos parciales del 

constructo. Este resultado indicó que la estrategia de tres PCRs en serie fue exitosa y 

permitió construir una molécula de DNA de la cual se podrá generar dsRNAs para el 

patosistema P. digitatum-naranja. La colonia 6 se propagó y se almaceno en criogenia. 

Este tipo de construcciones ya se han desarrollado y aplicado para la fitoprotección 

de fresa, uva, tomate, pétalos de rosa, hojas de lechuga y en defensa contra el contra el 

hongo B. cinérea (Wang et al., 2016). También, ya se han probado diversas 

coadyuvantes para aumentar la protección como, nanopartículas, liposomas y vesículas 

artificiales para los sRNAs que promueven su funcionabilidad, tiempo de acción y 

adherencia en la fruta. También se han probado en plantas enteras como en la 

fitoprotección de la cebada contra el hongo Fusarium graminearum con resultados 

prometedores de hasta 95% de reducción de la patogenicidad del hongo (Koch et al., 

2016). 

 

 

 

Figura 31 Cajas Petri con medio LB sólido (ampicilina 100 µl, X-Gal 20mg/ml) inoculadas 
con volúmenes de 50, 100 y 150 µl de células transformadas One Shot Top10 E. coli. Se 
observa en blanco las colonias transformadas (señaladas con un círculo) y en azul las no 
transformadas.  



84 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 32 Amplificación del inserto (ds-RNA de P. digitatum) dentro del plásmido pGEM-
T Easy, por medio de la digestión con la enzima de restricción EcoRI. 
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Figura 34 Secuencia en ambos sentidos del inserto de P. digitatum contenido en la 
muestra LB6. De color verte los promotores T7, de color amarillo la secuencia DCL1, de 
color azul la secuencia DCL2. 

Figura 33 Blastn de las secuencias DCL 1 y DCL 2 del diseño de sRNAs para P. 
digitatum, con 100% de  identidad con las secuencias originales los DCLs de P. digitatum 
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7 Conclusiones 

La diversidad de hongos aislados permitió recuperar a 12 fitopatógenos post-cosecha 

que son económicamente importantes para las frutas tropicales de la Cuenca del 

Papaloapan. 

La estrategia experimental microbiológica y molecular, permitió la identificación de 

patosistemas susceptibles de usarse en un diseño dirigido de sRNAs contra DCLs en un 

marco tecnológico tipo SIGS. De los tres identificados, el caso de Penicillium digitatum 

con Citrus sinensis (naranja) es el de mayor interés por su efecto en las perdidas 

postcosecha y con mayor sustento a nivel de información genética.  

Aunque se encontraron otros patosistemas, se observó que necesitan procesos 

adicionales de investigación, como amplificar y secuenciar los DCLs fúngicos y/o 

vegetales, ambas consecuencias de la falta de reportes en las bases de datos. Por 

ejemplo el patosistema Lasiodiploidia pseudotheobromae con Mangifera indica (mango). 

El análisis de los dominios de las proteínas DCL de hongo y planta y su alineamiento 

permitió encontrar secuencias de baja identidad entre el dominio Helicasa ATP-binding 

y Helicasa C-terminal así como entre los dominios ds RBD y Rinonuclease III.  

Finalmente, la estrategia de construcción de una quimera de DNA entre los fragmentos 

de DCL1 y DCL2 mediante tres PCR secuenciales, permitió obtenerla fusionada al 

promotor T7 y con una identidad de bases perfecta. La secuencia de la quimera de DNA 

tienen las características de secuencias capaces de generar ds-RNA in vitro. 
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8 Perspectivas 

La diversidad de hongos que se documentó es amplia, pero contrasta con la falta de 

reportes en bases de datos de la proteína DCL para la mayor parte de los hongos 

identificados. Esto se debe a la poca información molecular depositada sobre hongos 

micromicetos, lo que indica la necesidad de ampliar trabajos de investigación en estos 

organismos, abriendo posibilidades de un mejor aprovechamiento de la tecnología SIGS 

y su traslado a un esquema económicamente viable. 

El alcance de la continuación de esta investigación tiene un gran potencial por explotar 

para estudiar otros patosistemas de importancia. Se recomienda que el siguiente de 

analizar sea Lasiodiploidia pseudotheobromae con Mangifera indica (mango).  

  Con la quimera de DNA, que será base para la síntesis de sRNA contra P. digitatum, 

se deberá realizar transcripción in vitro y poner a prueba el producto para observar su 

capacidad de reducir o inhibir la infección del hongo, in vitro e in vivo. Se deberán 

estandarizar varios parámetros, como su vida media y concentraciones efectivas. 

Una vez que se cumpla lo anterior, es necesario mejorar la técnica SIGS para obtener 

mejores resultados, e incorporar tratamientos de protección físicos para los sRNA de 

interferencia, por ejemplo, liposomas o nanopartículas de diferentes materiales, y así 

mejorar la entrega de los sRNAs al organismo blanco y maximizar la vida útil de los 

sRNAs. 

El propósito final deberá ser escalar esos conocimientos, protegerlos legalmente y 

crear productos que combatan las problemáticas de producción de alimentos, en este 

caso, la creación de un producto sustentable, un biofungicida con muchas ventajas. Es 

probable incluso trasladar esta nueva tecnología a otros organismos como insectos o 

animales.  
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Anexo 1 Preparación de Reactivos y Soluciones 

1. Azul de Lactofenol 

Fenol                                                    0.1 gr 

Ácido Láctico                                           8 ml 

Glicerol (glicerina)                              20 ml 

Agua Destilada                                         10 ml 

Azul de Algodón  (azul de anilina)              0.5 gr 

Calentar el agua destilada aproximadamente 40°C, agregar los reactivos en el orden 

como se enlistaron. Mezclar suavemente con una varilla de vidrio, dejar enfriar y 

conservar en un frasco ámbar a temperatura ambiente.  

2. Solución de Lisis 

En un tubo falcón de 14ml se mezclan 0.5ml de Tris 50mM pH 7.5, 1ml de EDTA 50mM 

pH 8, 3ml de SDS 3%, 0.1ml de mercaptoethanol y 5.4ml de agua desionizada, se agita 

suavemente.  

3. Buffer TBE 10X 

Disolver 108gr de Tris, 40ml de EDTA 0.5 M y 55gr de ácido bórico en agua 

desionizada, se afora a 1L y se verifica el pH a 8.0. Para preparar 100ml de TBE 1X se 

toman 10ml de TBE 10X y se mezcla con 100ml de agua desionizada. 

4. Buffer TAE 50X 

Disolver 121gr de Tris, 50ml de EDTA 0.5 M y 22.55gr de ácido bórico en agua 

desionizada, se afora a 500ML  y se verifica el pH a 8.0. Para preparar 100ml de TAE 1X 

se toman 2ml de TAE 50X y se mezcla con 98ml de agua desionizada. 

5. Gel de agarosa 1% 

En un matraz de 250ml mezclar 100ml de buffer TBE/TAE 1X y 1gr de agarosa, la 

mezcla se debe calentar en microondas durante varios segundos hasta que se observe 

una consistencia transparente y sin grumos.  
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6. Gel de agarosa 2% 

En un matraz de 250ml mezclar 100ml de buffer TBE/TAE 1X y 2gr de agarosa, la 

mezcla se debe calentar en microondas durante varios segundos hasta que se observe 

una consistencia transparente y sin grumos.  

7. Solución I 

En un tubo falcón de 14ml se agregan 1432.5µl de agua desionizada seguido de la 

adición de 30µl de EDTA, disolver muy bien y por ultimo añadir 37.5µl de Tris HCl. 

Almacenar a 4°C. 

8. Solución II 

En un tubo falcón de 14ml se agregan 2340µl de agua desionizada seguido de la 

adición de 60µl de NaOH 10 Normal y por ultimo añadir 600µl de SDS. Almacenar a 4°C.  

9. Solución III 

En un tubo falcón de 14ml se agregan 570µl de agua desionizada seguido de la adición 

de 1200µl de acetato de potasio 5 Molar, disolver muy bien y posteriormente añadir 230µl 

de ácido acético glacial. Almacenar a 4°C.  

10. Medio de cultivo LB solido 

Extracto de levadura                               1 gr 

Peptona de caseína                                2 gr 

NaCl                                                        2 gr 

Agua destilada                                    200 ml 

Agar bacteriológico                                 6 gr 

Colocar el matraz con agua en agitación e ir agregando la levadura, la peptona y NaCl, 

una vez disueltos en el agua ajustar el pH a 7 con la solución de hidróxido de sodio 1M, 

una vez ajustado el pH se agregan el agar bacteriológico, disolver bien y esterilizar el 

medio. Para finalizar atemperar el matraz y agregar el antibiótico ampicilina en una 

relación 1:100, por cada 100µl de medio de cultivo un 1µl de antibiótico.    
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11. Purificación de producto de PCR por el kit MinElute Gel Extraction  

 La limpieza de las muestras que se secuenciaron, se realizó con el kit de remoción 

de fragmentos de DNA extraídos de geles de agarosa MinElute Gel Extraction (Quiagen, 

#28604).  

Se localizó el fragmento de gel donde está contenido el DNA de interés en un 

transiluminador UV y se cortó con extremo cuidado apoyándose de un bisturí. Una vez 

cortada la banda de gel se introdujo en un tubo de 1.5ml previamente pesado, una vez 

que la banda de gel este dentro del tubo de 1.5ml se vuelve a pesar para conocer el peso 

en mg del gel esto es muy importante por dos razones la primera es que por cada 

volumen de gel se deben de añadir 6 volúmenes del buffer QG (esto se debe a que el 

gel es al 2% si fuera menor solo se añaden 3 volúmenes) y la segunda es por la columna 

solo soporta un peso máximo de 400mg.  

Se incuba a 50°C durante 10min, teniendo intervalos de 2-3min en los cuales se 

mezclara en vortex ayudando así a disolver mejor el gel, el color de la mezcla debe de 

ser de un color amarillo igual al color del buffer QG. 

Transcurrido el tiempo de la incubación se prosigue a añadir isopropanol un volumen 

igual que el volumen del gel. La mezcla se traslada a una columna MinElute y se 

centrifuga a 17,900 g durante 1min, se descarta el sobrenadante contenido en el tubo de 

recolección y se regresa a la columna. 

Se añaden 500µl de buffer QG en la columna y se centrifuga a 17,900 g durante 1min, 

se descarta el sobrenadante contenido en el tubo de recolección y se regresa a la 

columna. 

Se adicionan 750µl de buffer PE en la columna y se deja reposar durante 3min, se 

centrifuga a 17,900 g durante 1min, se descarta el sobrenadante contenido en el tubo de 

recolección y se regresa a la columna. Se vuelve a centrifugar a 17,900 g durante 1min 

para descartar residuos existentes de etanol. Se descarta el sobrenadante contenido en 

el tubo de recolección y la columna es transportada a un tubo de 1.5ml. 

Se eluye con 10µl del buffer EB añadidos directamente en la membrana de la columna, 
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se deba reposar durante 1min y se centrifuga a 17,900 g durante 1min. 

12. Plásmido pGEM-T easy, clonación por PCR con selección azul / blanco y 

fácil extracción de inserción 

 

 

 

13. Extracción del plásmido por lisis alcalina 

En el tubo de 1.5ml se observa una pastilla a la cual se le agregan 100µl de solución 

I (Anexo 1.7) y se homogeniza hasta disolver dicha pastilla.  

 Posteriormente se añadio 200µl de solución II (Anexo 1.8) y se mezcló por inversión 

10 veces, por último se adiciono 150µl de solución III (Anexo 1.9) y se mezcló por 

inversión 10 veces. Se centrifugo a 20,000 g durante 5min a una temperatura de 4°C, el 

sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo de 1.5ml. 

Al sobrenadante recuperado se le agregó 1ml de Fenol-Cloroformo-alcohol isoamilico 

(25:24:1) y se mezcló por inversión 10 veces, una vez mezclado se centrifugó a 20,000 

g durante 5min a una temperatura de 4°C. La fase acuosa se extrajo por pipeteo y se 

depositó en un tubo nuevo de 1.5ml al cual se le agregó 1ml de etanol puro, se mezcló 
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en vortex a una velocidad media y se incubó a -20°C por 2 horas. Al termino se centrifugó 

a 20,000 g durante 15min a una temperatura de 4°C con el fin de precipitar la pastilla de 

DNA plasmídico, el líquido excedente se desechó por decantación y se añadió 1ml de 

etano al 70% como solución de lavado, se mezcló en vortex a una velocidad media y se 

centrifugo a 20,000 g durante 10min a una temperatura de 4°C. La solución de lavado se 

descartó por decantación y se dejó evaporar el remanente de etanol, vigilando que no se 

seque totalmente la pastilla. 

La pastilla se resuspendió en 30µl de agua libre de nucleasas seguidamente se añadió 

1µl de la enzima RNase A (Thermo Scientific, EN-179S, 10mg/ml) para degradar el RNA 

presente en la muestra, se incubo a 37°C por 30min pasado el tiempo se colocó en hielo.  

14. Purificación del plásmido por AMPure XP 

Antes de comenzar la purificación, la solución AMPure se agito para homogenizar el 

contenido de los beads, seguidamente se toman 36µl de la solución y se depositó en un 

tubo de 1.5ml. 

Se tomarón 20µl de la extracción de plásmido y se agregan al tubo de 1.5ml que 

contiene la solución AMPure, se mezcló por pipeteo y se dejó incubar a temperatura 

ambiente durante 5min. 

Después de la incubación se tomó el tubo y se colocó en el magneto por 

aproximadamente 2min esto con el fin esperar a que se aclare la mezcla, después se 

desechó el sobrenadante por pipeteo teniendo cuidado de no retirar los beads, todo esto 

sin retirar el tubo del magneto. Seguidamente se agregó 200µl de etanol al 70% y se 

incubo por 30s, se retiró y desecho el sobrenadante por pipeteo teniendo cuidado de no 

retirar los beads, sin retirar el tubo del magneto. Se realizó un segundo lavado y al final 

se dejaron secar los beads por unos minutos. 

Se retiró el tubo del magneto y se eluyo con 20µl de agua libre de nucleasas se mezcló 

por pipeteo aproximadamente 10 veces y se incubo por 2min. Para finalizar el tubo se 

colocó de nuevo en el magneto y se esperó que la mezcla se aclarara por último se 

colecto el sobrenadante y se traspasó a un tubo nuevo de 1.5ml. 
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Anexo 2 Morfología macroscópica y microscópica de los hongos 

aislados 

 
 

 

Figura 2.1 Muestra H1BR1 A) Fruta de papaya de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del 
hongo. I) Tipo de espora. 
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Figura 2.2 Muestra H1BR2 A) Fruta de donde se aisló el hongo. B) El aislado del hongo. 
C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja Petri, F) Perfil 
del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del hongo. I) Tipo 
de espora. 
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Figura 2.3 Muestra H2VR1) Fruta de papaya de donde se aisló el hongo. B) El aislado 

del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del 
hongo. I) Tipo de espora. 
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Figura 2.4 Muestra H2VR2 A) Fruta de papaya de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja Petri, 

F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del hongo. 
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Figura 2.5 Muestra H3NR1 A) Fruta de papaya de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 

Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. 
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Figura 2.6 Muestra H3NR2 A) Fruta de papaya de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 

Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. 
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Figura 2.7 Muestra H4BNR1 A) Fruta de papaya de donde se aisló el hongo. B) El aislado 

del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del 
hongo. 
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Figura 2.8 Muestra H4BNR2A) Fruta de papaya de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del 
hongo. 



108 
 

 
 

 

 

Figura 2.9 Muestra H5GVR1 A) Fruta de papaya de donde se aisló el hongo. B) El 
aislado del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de 
la caja Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura 
reproductivas del hongo. 
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Figura 2.10 Muestra H1BR2 A) Fruta de mango de donde se aisló el hongo. B) El aislado 

del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 

Petri. 
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Figura 2.11 Muestra H1BR3 A) Fruta de mango de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja Petri. 
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Figura 2.12 Muestra H1BR4 A) Fruta de mango de donde se aisló el hongo. B) El 
aislado del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de 
la caja Petri. 
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Figura 2.13 Muestra H1BR1 A) Fruta de naranja de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del 
hongo. I) Tipo de espora. 
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Figura 2.14 Muestra H1BR2 A) Fruta de naranja de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del 
hongo. I) Tipo de espora. 
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Figura 2.15 Muestra H1BR1 A) Fruta de melón de donde se aisló el hongo. B) El aislado 

del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del 
hongo. 
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Figura 2.16 Muestra H1BR2 A) Fruta de melón de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del 
hongo. 
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Figura 2.17 Muestra H2BNR1 A) Fruta de melón de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri. 
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Figura 2.18 Muestra H3NR1 A) Fruta de melón de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del 
hongo. 
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Figura 2.19 Muestra H1NR1 A) Fruta de piña de donde se aisló el hongo. B) El aislado 

del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del 

hongo. I) Tipo de espora. 
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Figura 2.20 Muestra H1N1AR2 A) Fruta de piña de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri. 
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Figura 2.21 Muestra H1N2AbR2 A) Fruta de piña de donde se aisló el hongo. B) El 
aislado del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de 
la caja Petri. 
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Figura 2.22 Muestra H1NRR2 A) Fruta de piña de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri. 
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Figura 2.23 Muestra H1NR3 A) Fruta de piña de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri. 
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Figura 2.24 Muestra H2BHAR1 A) Fruta de piña de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri. 
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Figura 2.25 Muestra H2BHAbR1 A) Fruta de piña de donde se aisló el hongo. B) El 
aislado del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de 
la caja Petri. 
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Figura 2.26 Muestra H2BHNR1 A) Fruta de piña de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del 
hongo. 
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Figura 2.27 Muestra H2BHER1 A) Fruta de piña de donde se aisló el hongo. B) El aislado del hongo. 
C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja Petri. 
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Figura 2.28 Muestra H2BHR2 A) Fruta de piña de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri, F) Perfil del hongo aislado. G) Estructura de la hifa. H) Estructura reproductivas del 
hongo. I) Tipo de espora. 
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Figura 2.29 Muestra H1BVR1 A) Fruta de plátano de donde se aisló el hongo. B) El 
aislado del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de 
la caja Petri. 
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Figura 2.30 Muestra H1BVR2 A) Fruta de plátano de donde se aisló el hongo. B) El 
aislado del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de 
la caja Petri. 
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Figura 2.31 Muestra H2BR1 A) Fruta de plátano de donde se aisló el hongo. B) El aislado 
del hongo. C) La primera resiembra. D) Anverso de la caja Petri. E) Reverso de la caja 
Petri. 
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Anexo 3 Arboles filogenéticos 
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Figura 3.1 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Fusarium incarnatum. La reconstrucción filogenética se realizó por el método 

Neighbor-Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando 

el método de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA7 con una longitud de rama =0.2319. Códigos de referencia oficial tomados de 

Joint Genome Institute JGI y Watanabe et. al 2011.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.2 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Fusarium incarnatum. La reconstrucción filogenética se realizó por el método 

Neighbor-Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando 

el método de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA7 con una longitud de rama =0.2537. Códigos de referencia oficial tomados de 

Joint Genome Institute JGI y Watanabe et. al 2011.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.3 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Cladosporium oxysporum. La reconstrucción filogenética se realizó por el método 

Neighbor-Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando 

el método de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA7 con una longitud de rama =0.0703. Códigos de referencia oficial tomados de 

Zalar et. al 2007 y Bensch et. al 2012.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   



 

134 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 

* 

* 

* 

* 

Figura 3.4 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como  

Geotrichum candidum. La reconstrucción filogenética se realizó por el método Neighbor-

Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando el método de 

sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en MEGA7 con una 

longitud de rama =0.3756. Códigos de referencia oficial tomados de Groenewald et. al 

2012.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Grafica 3.5 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Geotrichum candidum. La reconstrucción filogenética se realizó por el método 

Neighbor-Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando 

el método de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA7 con una longitud de rama =0.1995.  Códigos de referencia oficial tomados de 

Groenewald et. al 2012.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.6 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Rhizopus oryzae. La reconstrucción filogenética se realizó por el método Neighbor-

Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando el método 

de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en MEGA7 con 

una longitud de rama =0.3308. Códigos de referencia oficial tomados de Dannaoui et. 

al 2010 y Abe et al., 2010.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.7 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como  

Cladosporium oxysporum. La reconstrucción filogenética se realizó por el método 

Neighbor-Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando 

el método de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA7 con una longitud de rama =0.0629. Códigos de referencia oficial tomados de 

Zalar et. al 2007 y Bensch et. al 2012. 
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular    
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Figura 3.8 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como  

Anthracocystis cenchri. La reconstrucción filogenética se realizó por el método 

Neighbor-Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando 

el método de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA7 con una longitud de rama =0.1407. Códigos de referencia oficial tomados de 

Wang et. al 2015 y Piątek et. al 2015.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.9 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Penicillium adametzii. La reconstrucción filogenética se realizó por el método 

Neighbor-Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando 

el método de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA7 con una longitud de rama =0.1627. Códigos de referencia oficial tomados de 

Joint Genome Institute JGI y Visagie et. al 2014. 
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.10 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Lasiodiploidia pseudotheobromae. La reconstrucción filogenética se realizó por el 

método Neighbor-Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y 

usando el método de sustitución de Jukes-Cantor.  Los análisis evolutivos se realizaron 

en MEGA7 con una longitud de rama =0.0637. Códigos de referencia oficial tomados 

de Rodriguez-Galvez et. al 2016, Alves et. al 2008, Li et. al 2016 y Rosado et. al 2015.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.11 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como  

Penicillium digitatum. La reconstrucción filogenética se realizó por el método 

Neighbor-Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando 

el método de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA7 con una longitud de rama =0.04037. Códigos de referencia oficial tomados de 

Joint Genome Institute JGI y Visagie et. al  2014. 
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.12 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Rhizopus oryzae. La reconstrucción filogenética se realizó por el método Neighbor-

Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando el método 

de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en MEGA7 con 

una longitud de rama =0.3464.  Códigos de referencia oficial tomados de Dannaoui et. 

al  2010 y Abe et al., 2010.   
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.13 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Rhizopus oryzae. La reconstrucción filogenética se realizó por el método Neighbor-

Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando el método 

de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en MEGA7 con 

una longitud de rama =0.3831. Códigos de referencia oficial tomados de Dannaoui et. 

al  2010 y Abe et al., 2010.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.14 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Aspergillus tubingensis. La reconstrucción filogenética se realizó por el método 

Neighbor-Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando el 

método de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA7 con una longitud de rama =0.1435. Códigos de referencia oficial tomados de 

Joint Genome Institute JGI y Samson et. al 2014.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.15 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como  

Penicillium simile. La reconstrucción filogenética se realizó por el método Neighbor-

Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando el método 

de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en MEGA7 con 

una longitud de rama = 0.0764. Códigos de referencia oficial tomados de Joint Genome 

Institute JGI y Visagie et. al 2014.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.16 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Penicillium digitatum. La reconstrucción filogenética se realizó por el método Neighbor-

Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando el método 

de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en MEGA7 con 

una longitud de rama =0.0800.  Códigos de referencia oficial tomados de Joint Genome 

Institute JGI y Visagie et. al 2014.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.17 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como  

Penicillium digitatum. La reconstrucción filogenética se realizó por el método 

Neighbor-Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando 

el método de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA7 con una longitud de rama =0.0803.  Códigos de referencia oficial tomados de 

Joint Genome Institute JGI y Visagie et. al 2014.  
* Principales secuencias oficiales para la identificación molecular   
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Figura 3.18 Árbol filogenético de las secuencias ITS 18S del hongo identificado como 

Curvularia intermedia. La reconstrucción filogenética se realizó por el método 

Neighbor-Joining, la prueba de filogenia por el método de bootstrap (1000) y usando 

el método de sustitución de Jukes-Cantor. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA7 con una longitud de rama =0.0586.  Códigos de referencia oficial tomados de 

Manamgoda et. al 2015 y da Cunha et. al 2013. 
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Anexo 4 Secuencia de  la proteína DCL en aminoácidos y nucleótidos 

las regiones en amarillo son las zonas potenciales para el diseño de 

los sRNAs 

Penicillium digitatum 
 
Taxonomía 
Dominio: Eukaryota 
Reino: Fungi 
Filo: Ascomycota 
Subfilo: Pezizomycotina 
Clase: Eurotiomycetes 
Orden: Eurotiales 
Familia: Trichocomaceae 
Género: Penicillium 
Especie: P. digitatum 
 
Dicer 1 (796aa) (2391nt) 
 
RNase III (340 – 470) (509 – 692) (Rojo) 
Dicer dsRNA-binding fold (1 – 73) (Morado) 
 

>Dicer1_ Penicillium_digitatum_K9FEN6 
MFSFQENSVGLLLGTVTLPNSVHPTVRRTNGKAWWRTERAARKETAFQAYKALHSYG
LVNDNLLPLTRKPELRFSDQTTLPSIVQAAEQYDPYVDLAQGWASGQLCQTRLKICSN
GSVDEDLAISIILPRLTPMPHPIPLYWDSETSFELQFDPQISTFETTPEILDQMRRITALYL
QAPSSRQRGDDRDFVALFIPDISHEYLGEWLTVYEGKEPALEVYSRNPNTPPMGIVRD
QSKFSEPRMFNKWIAPSQVTKASPIEVECSSLPRRRNLLQKRALNVAEDGEADAPKKS
YVLPAVACVIDKLPAKQGLFGLFISAILDRLEASLVAHRLNDTILKGVGIQNIDHVITAISAP
IAQASTNYQRFEFFGDSVLKFTVSCQLFFRNTNWHEGYLSESRDKLVQNTRLAHAALD
IGIDCFILTSRFTPRKWAAPLIRNKLEASTAKRSISTKVLADVVESLIGAAYVDGGIRKAQ
ACLHRFLPEIDLFTTEISPLTLPPSKGASSLINHHRLAGLIGYTFKDPALLTEALTHASCE
YDTSTQSYQRLEFLGDAVLDMVVMAVIAAHPVEMDQGPMTLLKHSVVNANLLAFFCM
ELCAPDEPTHVPQFANGEINFVPHQGQIHLWRFLRSHGPNVKSAREACLERHHGLRD
EIRDALEHGSQYPWELFARLRADKFLSDIVESVLGAIFIDCGGNLDVCRAFVERIGLVW
YIRRVIADGVNVVHPRNTAQNMVKGAGTLVFKRKRVESGGMATYRCSAVVNQTEIALV
EGCASAEEAEVKVANVVIEHLTLHPIGST 
 
>Dicer1_ Penicillium_digitatum_K9FEN6 
ATGTTTTCCTTCCAAGAAAACAGCGTGGGATTGCTTTTGGGCACGGTCACATTACC
AAATTCAGTGCACCCGACGGTTCGACGAACAAACGGGAAGGCCTGGTGGCGGAC
AGAACGAGCAGCCAGGAAAGAGACTGCATTTCAAGCCTACAAGGCCTTGCATTCG
TATGGTTTGGTTAACGATAACCTCTTGCCACTGACACGAAAACCAGAGTTGAGATT
TTCAGACCAGACAACTCTTCCATCTATCGTGCAAGCTGCGGAGCAGTATGACCCTT
ATGTAGACCTTGCACAAGGCTGGGCTTCGGGTCAGCTGTGCCAAACACGCTTGAA
GATATGCAGCAATGGGTCTGTAGATGAAGATCTGGCCATCAGCATAATTTTGCCAA
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GATTGACTCCGATGCCACACCCCATTCCTCTCTACTGGGACTCCGAGACGTCCTTT
GAACTCCAATTTGATCCTCAAATTTCAACCTTTGAGACAACACCCGAGATACTGGAT
CAAATGAGAAGGATCACAGCTCTCTATTTGCAGGCTCCCAGTTCGCGCCAGCGGG
GAGACGACCGCGACTTTGTGGCCCTCTTCATTCCCGATATTTCGCACGAATACCTG
GGAGAATGGCTTACGGTGTATGAAGGAAAAGAGCCTGCGCTGGAGGTCTACTCGA
GGAACCCAAACACCCCGCCTATGGGTATTGTCCGTGATCAGTCCAAATTCAGCGA
GCCACGGATGTTCAACAAATGGATTGCTCCGTCCCAGGTAACAAAGGCGTCGCCT
ATTGAAGTGGAATGCTCATCGCTTCCTCGTCGCCGAAATCTCCTTCAGAAACGAGC
CTTGAATGTCGCCGAAGATGGAGAGGCAGACGCGCCAAAGAAGTCATACGTCCTA
CCTGCTGTAGCTTGCGTCATCGACAAGCTTCCAGCAAAACAGGGTCTCTTTGGACT
TTTTATCTCTGCTATTTTGGACCGACTAGAGGCATCTTTGGTGGCACATCGGCTGA
ACGACACCATTTTGAAAGGAGTCGGAATTCAAAACATCGACCATGTCATCACGGCC
ATCAGTGCGCCCATTGCACAGGCCAGTACAAACTATCAAAGATTCGAGTTTTTTGG
TGACTCTGTCCTTAAATTCACCGTTAGTTGCCAGCTCTTTTTCCGGAACACCAACTG
GCACGAGGGGTACCTCTCGGAGAGCCGTGACAAGCTTGTCCAGAACACTCGCCTT
GCTCACGCAGCTCTCGATATAGGCATTGACTGCTTTATCCTAACGAGCCGATTCAC
CCCGCGCAAATGGGCTGCCCCGTTGATACGGAACAAATTGGAAGCATCGACCGCC
AAGAGGAGCATATCAACCAAGGTCCTGGCAGATGTTGTAGAATCCCTCATTGGCG
CAGCTTATGTAGACGGTGGAATCCGCAAAGCGCAGGCCTGTCTCCATCGCTTCTT
GCCGGAGATCGATCTTTTCACGACTGAAATCTCACCCCTCACCCTGCCACCAAGTA
AAGGGGCGAGCAGTTTAATCAACCACCACCGGTTGGCCGGTCTGATTGGATACAC
TTTCAAAGACCCTGCCCTTCTAACAGAGGCGTTAACCCACGCATCCTGTGAGTACG
ACACATCAACACAGTCCTACCAACGCCTCGAGTTTCTCGGCGATGCCGTCCTCGA
CATGGTTGTCATGGCAGTGATCGCAGCCCACCCCGTAGAAATGGACCAGGGACCA
ATGACATTGCTCAAACATTCGGTCGTCAACGCAAACCTCCTCGCCTTCTTTTGCAT
GGAGCTATGCGCCCCCGACGAACCTACCCACGTCCCACAGTTCGCCAATGGCGA
GATCAACTTTGTCCCACACCAGGGCCAGATCCACTTATGGCGATTCCTCCGCTCTC
ATGGTCCTAATGTAAAATCCGCCCGGGAAGCCTGTCTCGAGCGGCACCATGGTCT
CCGTGATGAGATCCGCGATGCCCTGGAACACGGAAGCCAGTATCCGTGGGAGTT
GTTCGCCCGTCTGCGTGCGGATAAGTTCCTGTCGGATATTGTCGAGAGTGTTCTTG
GAGCGATCTTCATCGACTGTGGGGGCAATTTGGATGTGTGTCGTGCATTCGTTGA
GCGTATCGGTCTGGTGTGGTACATCCGACGTGTCATTGCGGATGGGGTTAATGTC
GTCCATCCGCGGAATACCGCGCAGAACATGGTGAAGGGAGCGGGCACCTTGGTC
TTTAAGAGAAAGAGAGTTGAGTCTGGGGGTATGGCTACGTATCGGTGCTCGGCGG
TGGTCAATCAGACTGAGATCGCGTTGGTGGAGGGTTGTGCGTCCGCCGAAGAGG
CTGAGGTCAAGGTTGCTAATGTCGTCATTGAGCACTTGACCTTGCACCCGATAGGT
TCTACATGA 
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Dicer 2 (1372aa) (4119nt) 
 
RNase III (984 – 1136) (1187 – 1338) (Rojo) 
Helicase ATP-binding (81 – 249) (Azul) 
Helicase C-terminal (385 – 551) (Verde) 
Dicer dsRNA-binding fold (584 – 674) (Morado) 
 

>Dicer2_ Penicillium_digitatum_K9G6R2 
MEPEDVTSDLSSDEAATPRLTESHRQRAQNASFTALLEEHVINTPSNSPNGEHVEVSD
AELSTARLLAKTEPGGGVLDPLLDTGSGKTLVAVLLLKHILQMELNKRAHGTKPRVAFF
LVDTVTLVFQQSAVLRNNLDQKVAHFFGNLGPDLWDKQTWDKHLEKYMVIVCTAEILN
QSLLNGHIRIDQINLLIFDEAHHAKKEHPFARIIRDAYLKADIENRPRIFGMTASPVDAKC
DLAEAAVQLETLLDSRIATTSDLTLLRNFVNKPMEVEWVYDKLPPPSETNLHSTLKTKY
GDMLILEGVFRFASVASTELGGWCADQVWALALADEVLPKLEGSIGKVTDSDPRDSEK
ASEEIKRIQEASHLVNEYITDRAFMPSDLSPKLELLMGKLQEQFAKSPDTKCIVFTQRRN
TAKVMLQLCEKLQIPNLRPEILVGVRKGDAIGMNSTFRRQFLVLAKFRKSEVNCLFATS
VAEEGLDIPDCNLVVRFDLYDTFIQYVQSRGRARRADSVYATMVECGNRNHSMRLQE
VRRAEHLMKNFCNLLPEDRKLYGDGHDMGVLVHEENRKRTYTVTRTGAMLTYRHAIG
VLARFASSLQYENEISAKVTYVVMSENESFSCEVIMPEKSPVRRVLGCCESKKSLAKQ
SAAFDACLLLRKRNLLDEHFNSVYHKRLPAMRNAKLAITSKRTDQYKMRTKPSIWARQ
QGTIPIRLYAILIRLIPSEPLTRAHGSIVLLSREQITAIPTFPVFLDDDIETTVQSLCIDGCLE
VASEELEIVTAFTLAVFHDVFHKTYKHVSEQFPYWLVPAREDIDVGMSTSLFDIIDWTAL
KYVQDNPKLVWSTDMEPESLLNRFIYDDWNGKYRYFPLAVDPNLRPSDPPPSYAPCR
KWSDDIMNWSLSLSKNSRPKFFNRCIWTQPVLQAELVCLRRNFLDKMADEEKLSNSR
CVICPQPLVLSTISKSVAATCFVFPAIITRMESYLIAEEGCKLLGLGGIKLEFALEALTKDS
DNTEEHRSLQIHVQRGMGKNYERLELLGDSVLKMATSISLFVQNPDDDEYDYHVNRM
CLICNKNLFKNATELKLYEFIRSRGFSRHMWYPPGLSLEYGRDHAKFVDSEGKHSLSE
KTIADVCEALIGASLLSGGDDHRYDMAVKAVTVFVNSQKHTATSWKDYISAYSIPLYQK
KAADGFEMNLAQQIFEKVGYEFKYPRLLRSAFTHPSYPLTWAKVPCYQRLEYLGDALL
DMVCVEHLFHRFPTRDPQWLTEHKMAMVSNKFLGALAVKLGLHLHLQHFSNPLMIQN
SKYAEELQLAESESNGEVNYWLSTSDSPKCLPDMLEAYLGAIFVDSSFDFTVIEAFFKR
HILPFFHDMSIYDTFANRHPTT 

 
>Dicer2_ Penicillium_digitatum_K9G6R2 
ATGGAGCCCGAAGACGTGACCTCAGATCTATCTAGCGATGAAGCTGCGACCCCAC
GGCTCACGGAGTCTCACCGACAAAGAGCTCAGAATGCTTCTTTCACTGCACTGCTT
GAAGAGCATGTTATCAACACGCCGAGCAATAGTCCCAATGGGGAACATGTCGAAG
TATCTGATGCGGAACTGTCAACTGCTCGTTTGCTCGCAAAGACAGAACCCGGGGG
TGGAGTCCTGGACCCTCTTCTTGACACAGGGTCTGGAAAGACTCTAGTGGCTGTG
CTTTTGCTCAAGCACATTCTCCAAATGGAACTTAACAAACGTGCACATGGCACAAA
ACCTCGCGTTGCCTTCTTTCTGGTGGACACTGTAACCTTGGTCTTTCAACAGTCTG
CAGTATTGCGGAACAATCTCGACCAAAAAGTCGCTCATTTTTTCGGCAATCTTGGG
CCTGACCTTTGGGACAAACAGACGTGGGACAAACATCTTGAAAAGTACATGGTGAT
TGTATGCACGGCAGAGATCTTGAACCAGTCTCTACTGAATGGCCACATAAGGATTG
ACCAGATTAATCTTCTGATCTTCGACGAAGCCCACCATGCCAAAAAGGAGCATCCG
TTTGCTCGTATTATCCGAGACGCCTATCTAAAAGCAGATATTGAAAATCGGCCAAG
GATTTTCGGGATGACTGCTTCCCCCGTTGATGCTAAGTGTGACTTAGCTGAAGCAG
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CAGTCCAACTCGAGACTCTTTTAGATAGTCGCATTGCAACAACATCTGATCTTACCC
TCCTGCGAAATTTTGTGAACAAGCCAATGGAGGTAGAATGGGTCTACGACAAGCTT
CCTCCGCCGTCTGAGACCAACCTGCATAGTACCCTGAAAACAAAGTATGGGGATAT
GCTGATCCTTGAAGGCGTATTTCGATTTGCATCGGTTGCAAGCACAGAATTAGGTG
GTTGGTGCGCAGACCAGGTATGGGCTCTGGCTCTGGCGGACGAAGTGCTGCCCA
AGCTGGAGGGCAGCATCGGCAAAGTCACCGATTCTGATCCTCGGGATTCTGAAAA
GGCCTCGGAGGAGATCAAACGAATCCAAGAAGCCAGCCATCTTGTCAACGAATAC
ATTACAGACCGGGCATTTATGCCGAGTGATCTCAGTCCCAAACTCGAGCTTTTGAT
GGGAAAGCTGCAAGAACAGTTTGCGAAGTCGCCAGATACCAAATGCATTGTGTTCA
CGCAACGGCGCAATACCGCTAAAGTAATGTTACAACTATGCGAAAAGCTGCAAATT
CCAAACCTCCGTCCTGAGATCTTGGTCGGTGTTCGCAAAGGAGATGCCATAGGAA
TGAATTCCACATTTCGTCGGCAGTTTCTGGTTTTGGCCAAGTTCCGAAAAAGTGAA
GTTAACTGCTTGTTTGCAACATCGGTCGCAGAGGAAGGTCTTGACATCCCAGACTG
TAACCTGGTGGTTAGATTCGATCTGTATGACACTTTTATCCAATATGTCCAAAGCCG
AGGCCGTGCCAGACGCGCCGACTCAGTGTACGCGACCATGGTTGAATGTGGTAAT
CGTAACCACAGCATGAGACTACAGGAAGTCCGAAGAGCAGAGCATCTCATGAAGA
ATTTCTGTAACCTGCTGCCGGAGGATCGAAAATTGTACGGAGACGGTCACGATATG
GGAGTGCTCGTGCATGAGGAAAATCGGAAGAGAACATACACCGTCACGAGGACAG
GCGCCATGTTGACCTATCGCCATGCGATTGGTGTACTGGCACGGTTTGCCAGCTC
GTTGCAATACGAAAATGAGATTTCGGCCAAGGTTACATACGTTGTCATGTCAGAAA
ATGAATCATTCAGCTGTGAGGTAATCATGCCGGAGAAGTCGCCTGTGCGAAGAGT
GCTTGGATGTTGCGAATCAAAGAAATCACTCGCTAAGCAATCCGCTGCTTTTGATG
CATGCCTTCTGCTTCGCAAAAGAAATCTACTGGACGAGCACTTCAACTCTGTCTAC
CACAAACGCCTGCCAGCGATGCGCAATGCCAAATTGGCCATTACTTCAAAAAGGA
CTGACCAGTACAAGATGCGTACCAAGCCTTCAATATGGGCTAGGCAGCAGGGAAC
CATTCCAATACGGCTTTACGCAATACTCATTCGTCTCATTCCATCCGAGCCTTTGAC
CCGAGCTCACGGGAGTATCGTCTTGCTATCACGAGAGCAAATTACAGCAATACCG
ACTTTTCCTGTCTTCTTGGATGACGATATCGAGACTACTGTCCAGTCTTTGTGTATT
GATGGGTGCCTTGAGGTTGCTTCCGAAGAGCTAGAAATTGTGACCGCATTTACGCT
TGCTGTCTTTCATGATGTTTTTCACAAGACTTACAAGCACGTCTCGGAACAGTTTCC
GTACTGGCTTGTACCTGCTCGTGAAGATATCGACGTTGGAATGTCAACAAGTCTCT
TTGACATAATTGATTGGACTGCTTTGAAATACGTTCAAGATAACCCCAAACTTGTGT
GGTCTACTGATATGGAGCCGGAGTCATTACTGAATCGATTCATCTACGATGACTGG
AATGGAAAGTATCGATACTTCCCGCTTGCTGTAGACCCCAATCTACGTCCTTCAGA
CCCACCCCCATCTTATGCACCATGTCGAAAGTGGTCAGACGATATCATGAATTGGT
CATTGAGTTTGAGCAAAAATTCACGTCCAAAATTCTTCAACCGATGTATCTGGACTC
AGCCGGTCTTACAGGCAGAGTTGGTCTGCCTTCGGCGGAACTTTCTTGACAAAAT
GGCCGACGAAGAAAAACTATCCAACTCGAGATGCGTTATTTGTCCTCAACCATTGG
TCTTGTCCACGATTTCTAAGTCGGTGGCCGCGACGTGTTTTGTCTTTCCAGCAATT
ATCACACGAATGGAGTCATATCTGATCGCCGAGGAGGGATGCAAATTGTTGGGTC
TTGGTGGTATTAAGCTCGAATTTGCCCTGGAAGCCCTCACCAAGGATTCAGACAAC
ACCGAAGAGCATCGGAGCCTACAGATTCACGTTCAGCGAGGAATGGGAAAAAATT
ACGAGCGGCTTGAATTGCTAGGGGATTCTGTTCTCAAGATGGCAACATCGATTTCG
CTCTTTGTTCAAAATCCCGACGATGATGAATACGACTATCACGTTAACAGAATGTGT
CTCATCTGCAACAAGAACCTTTTTAAAAACGCAACTGAACTAAAGCTTTATGAGTTC
ATACGTAGTCGTGGGTTTTCTCGGCATATGTGGTATCCCCCAGGTCTTTCGCTTGA
GTATGGTCGGGACCACGCCAAATTTGTTGATAGTGAAGGCAAGCACTCCTTATCCG
AGAAGACTATAGCGGATGTCTGCGAGGCATTAATAGGAGCATCGTTGCTCTCAGG
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AGGCGACGATCATCGTTATGACATGGCCGTCAAAGCTGTGACCGTCTTCGTCAATA
GCCAGAAACACACCGCAACCTCATGGAAAGACTACATCTCTGCATACTCTATTCCC
TTGTACCAAAAGAAGGCGGCCGATGGGTTTGAAATGAACTTGGCTCAGCAGATCTT
CGAGAAAGTAGGCTACGAGTTCAAGTATCCTCGTCTTCTGCGGTCAGCGTTCACG
CATCCGTCTTATCCATTGACATGGGCCAAGGTCCCTTGCTACCAAAGGCTCGAGTA
CTTGGGTGATGCACTCCTGGACATGGTGTGCGTGGAGCACTTGTTTCATCGGTTTC
CCACTCGAGATCCGCAGTGGTTGACTGAACACAAGATGGCCATGGTCTCCAACAA
GTTTCTCGGTGCTTTGGCTGTAAAACTAGGGCTTCATCTTCATCTTCAGCATTTCAG
CAATCCTCTCATGATTCAAAACAGCAAATACGCGGAAGAGCTTCAGCTTGCAGAGA
GCGAAAGCAATGGAGAGGTAAACTATTGGCTTTCGACGTCAGATTCTCCAAAGTGT
CTTCCCGACATGCTTGAGGCTTATCTCGGTGCCATATTTGTGGATTCTAGTTTCGA
CTTCACAGTGATTGAGGCCTTTTTCAAGAGACATATCCTGCCGTTCTTTCACGACAT
GTCAATCTATGACACGTTTGCAAATAGGCATCCAACAACCTAA 

 
Aspergillus tubingensis 

 
Taxonomía 
Dominio: Eukaryota 
Reino:  Fungi 
Filo: Ascomycota 
Subfilo: Pezizomycotina 
Clase: Eurotiomycetes 
Orden: Eurotiales 
Familia: Trichocomaceae 
Género: Aspergillus 
Sección: Nigri 
Especie: Aspergillus tubingensis 
 
Dicer 1 (1528aa) (5105nt) 
IPR000999 (31.00): Ribonuclease III (1024~1224)(1241~1368)(1369~1432) (Rojo) 
IPR001650 (31.00): Helicase, C-terminal (440~610) (Verde) 
IPR005034 (31.00): Dicer double-stranded RNA-binding fold (643~733) (Morado) 
IPR006935 (31.00): UvrABC complex, subunit B (118~289) 
IPR013444 (31.00): Helicase Cas3, CRISPR-associated, Anaes-subtype(117~148) 
IPR014001 (31.00): DEAD-like helicase (114~323) (Azul) 
 

>Dicer1_ Aspergillus_tubingensis_estExt_Genewise1Plus.C_1_t20068 
MPPAHASNMGVNSDLHGPDQNLPVETIKGRAVTMTEDILQEDDRSSDESDNDEHEDQ
IIAGVSQQRITQNAKFKDLLAQRADSGPIHDAKVTHDLPNAQLSTAHLIAKQDLGIGTLD
PREYQLELFERAKAQNTIAVLDTGSGKTLIAVLLLKHTLEKELNDRAEGKQHRIAFFLVD
SVTLAYQQAAVLRNNLDQSVGHFFGAMGTDLWSKSVWEQHFQKNMVIVCTAEILNQC
LLNSYVKMSQINLLIFDEAHHTKKDHPYARIIRESYLEEDPSKRPRIFGMTASPIDTKGDI
VDEATRLEKLLDSRIATTSNMSLLRQVVRRPVERVWSFNRLEQPFATSLYKQLEDRFG
DMACLEGIFRFAWQASSELGRWCSDRAWARALADDVLPKLEGNVRKTANSETSSDV
PESAYKEILRITEASEIVKGYEFSSPEAFGQLSPKVQVLREELVHYFGRPTETKCIVFTQ
KRYTALILSELFQTLNVPFLRPGVLIGVRSGDLAGMNITFRQQFISLVKFRTGEINCLFAT
SVAEEGLDIPDCNLVVRFDLYQTLIQYVQSRGRARHFNSTYASMVERGNLDHEQRLLE
VQDAEKMMQNFCRTLPEDRLLYGIDHDLDTVLQKDEGNRTFKIKSTGAKLTYHSATAIL
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ARYASSLQYEKEISAQVTYVVLPINGAFVCEVILPEKSPIRGLTGSPAMKKSIAKRSAAF
DTCLLLRKNKLLDDHFNSIYHRRLPAMRNAKLAITSKRTSEYDMISKPSLWGRKQGMA
PKELYGTVITFLPSSQLSHEARPLLLFTRERLPHFPQFPIFLDDDIETTILTTPLENQILLS
EEEVDALTVFTLRVFRDVFHKTYDNEPEKMAYWLAPVRVQSSYIPSFDPRQILDWESL
NYVRDNDSIPFSTEIRPESLVDLFVFDAWDGRCRFFTVGIEESLTPSSPPPPFVARRRH
MTDIMNYCSSLSKNSRAKFLSTCHWDQPVLRAELVRLRRNLLDRMTDTEREVETRCFI
CLEPLKVSAIPAATAFSCLAFPAIISRIDAYLISLQGCESLNFTVKLDLALEAFTKDSDNTE
EHRAQQIHVQRGMGRNYERLEFLGDCFLKMATSIALFTQNPDDDEFDYHVNRMCLIC
NKNLFNAAVKKEIYKYIRSRGFSRHTWYPEGLKLLQGKDHSRKATTESKHALAEKTIAD
VCEALIGASLLSGGPEHRFDMAVKAVTTLVNSPSHMAERWKDYISLYTIPKYQRRAAD
GAEIHLCRKVEEKLSYRFRYPTLLGSAFTHPSYPSAWAKVPCYQRLEFLGDSLIDMVC
VEDLFARYPDRDPQWLTEHKMAMVSNKFLGALAVKLGLHTHLKYFSAPLQSQITQYAE
EIQTAEGESEGAVDYWTVTKDPPKCLPDMVEAYVGAVFVDSDFNFEVIEKFFRDHIKP
FFEDMAIYDSFANKHPTTFLYNRLTNEFGCTNYCLKAGEMPSIDGAPAGVLAAVIVHDV
VIAEGTASSGRYAKVKASERALAVLDELSSAAFQRKYRCDCRESGDLARPDIGTAI 

 
>Dicer1_Aspergillus_tubingensis_estExt_Genewise1Plus.C_1_t20068 
CCTGGATGAAGCATCTCGTTGCTTGATAGCTTCCATAACTACCAGCACTTAATAGG
TCTTCACCTAATAGCTGTCACACACATCAACCCTGACCAACTAACAGGGGTGAAAG
CAATAGCCGGTCTCCATCTTTCGCTGTTTGTCTCCGTTTGTGACACGACCACCGGC
TGCCAGTGACTGCTCCCGGTGACATATTCACATATTCTTTAACTTATCATCTTCACT
TACTGCTTTTGAAGGGAGACACAGTATCCTCGCATCTTCGATTATTGATTCAGCATT
GAGCAGTTTTCTGCTTCAGAACTAACCGTAGGATAAGACCACAATGCCACCAGCTC
ACGCTTCCAATATGGGAGTAAATTCCGATCTTCATGGGCCTGATCAGAACCTACCC
GTGGAAACAATAAAAGGGCGCGCCGTGACGATGACTGAGGATATACTACAGGAAG
ATGACAGATCATCGGATGAATCCGACAATGACGAGCACGAAGACCAGATCATAGC
AGGAGTTTCACAGCAACGTATTACCCAGAACGCAAAGTTCAAAGACCTTCTTGCAC
AGCGTGCTGATTCAGGCCCCATCCATGACGCTAAAGTCACCCATGACCTGCCAAA
TGCTCAGCTTTCCACTGCGCACTTGATAGCGAAACAAGACCTTGGAATTGGTACGC
TGGATCCAAGAGAGTATCAATTGGAACTATTTGAGAGAGCGAAAGCGCAGAATACA
ATTGCTGTACTTGACACGGGCTCTGGGAAGACTTTGATTGCAGTGTTGCTACTTAA
ACATACACTGGAAAAGGAACTGAATGATCGCGCGGAGGGGAAGCAACATCGAATA
GCCTTTTTCCTTGTGGATAGCGTTACACTCGCATACCAACAGGCCGCGGTACTACG
CAATAACTTGGATCAGAGTGTCGGGCATTTCTTTGGAGCTATGGGAACTGACCTGT
GGAGCAAAAGTGTCTGGGAGCAGCACTTCCAAAAGAACATGGTGATCGTCTGTAC
AGCGGAGATTTTAAACCAGTGCCTGCTCAACTCCTACGTCAAGATGAGCCAAATTA
ACCTCCTAATATTCGATGAAGCGCACCATACAAAGAAAGATCATCCCTATGCACGC
ATTATACGTGAATCTTACCTCGAAGAAGACCCCTCAAAGCGTCCACGAATATTTGG
AATGACTGCATCACCCATTGACACAAAAGGTGATATAGTCGATGAAGCTACGAGAC
TTGAGAAGTTGCTTGACAGTAGGATAGCTACGACTTCCAACATGTCACTTCTACGG
CAGGTGGTCAGGCGTCCGGTGGAGAGAGTATGGTCCTTCAACAGGTTGGAGCAA
CCGTTTGCTACTAGCCTATATAAGCAGCTTGAAGATCGTTTTGGAGACATGGCGTG
CTTGGAGGGTATATTCAGATTTGCTTGGCAGGCCAGCTCTGAGCTAGGCCGATGG
TGTTCAGATCGAGCATGGGCGCGTGCTTTAGCAGATGATGTATTGCCCAAGCTCG
AAGGTAATGTTCGTAAGACGGCAAACTCTGAAACATCATCTGATGTGCCCGAAAGT
GCTTACAAAGAGATCTTGCGGATAACGGAAGCCAGTGAGATAGTGAAGGGCTATG
AATTCAGCAGTCCTGAGGCTTTTGGCCAGCTTAGCCCCAAAGTGCAAGTCCTTCGC
GAAGAGCTTGTCCACTATTTTGGACGACCGACGGAGACAAAATGCATTGTTTTCAC
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GCAGAAGCGCTACACAGCTTTGATTCTGTCTGAACTTTTTCAAACCCTGAATGTTCC
CTTCCTTCGGCCTGGTGTGCTTATTGGTGTCCGGTCTGGGGATTTAGCAGGAATG
AACATAACGTTCCGCCAGCAGTTTATTTCCTTGGTCAAGTTCAGGACCGGCGAGAT
CAATTGCTTGTTCGCTACATCAGTTGCTGAAGAGGGTCTGGATATTCCTGATTGTA
ATCTGGTCGTTAGGTTTGATCTTTATCAAACGTTGATCCAATACGTGCAAAGCCGT
GGGCGGGCGAGGCATTTCAATTCAACGTATGCGAGTATGGTCGAAAGAGGAAACC
TGGATCATGAGCAGAGGCTACTTGAGGTTCAAGATGCTGAAAAAATGATGCAAAAC
TTTTGCAGAACCCTCCCCGAGGATAGGCTACTATATGGCATTGACCACGATCTTGA
TACAGTGTTACAGAAAGACGAGGGCAACAGGACTTTCAAAATCAAATCTACAGGTG
CTAAGCTAACCTATCATTCAGCAACGGCGATACTTGCTCGGTACGCTAGTTCTTTG
CAATACGAAAAGGAAATTTCGGCCCAAGTAACATATGTAGTGCTTCCTATCAACGG
TGCCTTTGTTTGCGAGGTTATTCTACCGGAAAAGTCACCTATCCGAGGCCTCACAG
GAAGCCCAGCAATGAAGAAGTCCATTGCGAAGCGCTCTGCGGCCTTTGATACATG
TCTTTTACTTCGGAAGAACAAGTTGCTCGATGACCATTTCAATTCAATATACCATCG
TCGCCTTCCGGCAATGCGAAACGCGAAACTTGCAATAACATCGAAGCGCACCAGC
GAGTATGACATGATATCGAAGCCATCTCTATGGGGCCGGAAACAAGGAATGGCCC
CCAAAGAACTTTATGGCACCGTTATCACGTTCTTGCCCTCCAGTCAACTATCGCAC
GAGGCCAGACCTTTGCTATTGTTCACACGAGAGAGACTGCCACACTTTCCACAGTT
TCCCATCTTCCTCGATGACGACATAGAGACTACAATACTCACGACTCCCTTGGAAA
ATCAGATTCTACTTTCAGAAGAGGAAGTTGATGCCCTCACAGTGTTTACTCTTCGTG
TTTTTCGTGACGTGTTCCACAAGACTTACGACAACGAGCCCGAAAAGATGGCTTAC
TGGCTAGCCCCGGTAAGGGTTCAAAGCTCATACATCCCGTCATTCGACCCAAGGC
AGATCCTTGACTGGGAGAGCCTCAACTACGTGCGCGATAACGATAGCATTCCATTC
TCTACGGAGATACGCCCAGAGAGCTTGGTTGATCTCTTTGTGTTCGATGCCTGGGA
TGGAAGATGCCGATTTTTCACAGTAGGAATCGAGGAAAGTCTGACTCCCTCTTCTC
CTCCACCACCCTTTGTAGCCCGGCGCAGACACATGACCGATATTATGAATTACTGC
TCGAGCCTCTCCAAGAACTCCAGGGCTAAATTCTTGTCGACTTGTCACTGGGACCA
ACCTGTCTTAAGGGCAGAGCTCGTACGACTCCGCAGGAACCTTTTAGACAGAATG
ACAGACACCGAGAGAGAAGTTGAAACGAGGTGCTTCATTTGTCTTGAGCCTTTGAA
AGTATCTGCTATCCCTGCAGCTACAGCATTCTCCTGTCTCGCATTCCCAGCAATCA
TCTCTAGAATTGATGCATACCTAATCTCTCTCCAAGGCTGCGAAAGCCTAAACTTCA
CCGTCAAGCTGGACCTCGCCCTTGAAGCATTCACAAAAGACTCCGATAATACCGA
GGAGCACCGAGCTCAGCAGATACATGTCCAACGAGGAATGGGAAGAAATTATGAG
CGATTGGAATTCCTCGGAGACTGTTTCCTGAAGATGGCTACCTCGATTGCTCTCTT
CACACAAAACCCAGACGATGATGAGTTTGACTATCACGTAAACCGGATGTGTCTCA
TTTGCAACAAGAACCTCTTTAATGCAGCCGTAAAAAAGGAGATCTATAAGTATATTC
GTAGTCGAGGATTTTCGAGACATACATGGTATCCAGAGGGTCTGAAGTTACTACAA
GGTAAAGACCACAGTAGAAAGGCAACCACGGAGAGCAAGCATGCCCTTGCAGAGA
AAACAATTGCAGATGTTTGCGAAGCTTTGATAGGGGCGTCTCTGCTTTCCGGTGGT
CCTGAACATCGATTCGACATGGCTGTCAAGGCAGTGACTACTCTGGTGAACAGTC
CCAGTCACATGGCTGAGCGATGGAAGGACTACATTTCTTTATATACGATACCGAAG
TATCAGCGCCGAGCGGCGGATGGTGCCGAGATACACCTTTGTCGAAAGGTCGAAG
AGAAGCTGAGCTACCGCTTCCGTTACCCGACGCTTCTTGGATCAGCTTTCACTCAT
CCTTCGTATCCATCTGCATGGGCTAAAGTGCCCTGCTATCAGCGCTTGGAGTTTCT
TGGTGATTCACTGATCGATATGGTGTGCGTGGAAGACTTGTTTGCCAGGTATCCTG
ACCGAGACCCCCAGTGGCTCACAGAACACAAAATGGCCATGGTATCCAACAAGTT
TCTGGGTGCTTTAGCCGTGAAATTGGGGCTCCATACGCATCTAAAATACTTTAGCG
CTCCGTTGCAATCTCAGATCACTCAGTACGCCGAAGAAATCCAGACAGCAGAGGG
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CGAGAGTGAGGGCGCGGTGGACTATTGGACTGTGACAAAAGACCCTCCTAAGTGT
TTGCCCGACATGGTTGAAGCGTATGTAGGTGCAGTTTTCGTCGACTCCGATTTCAA
CTTCGAGGTCATTGAGAAGTTCTTCCGGGATCACATCAAACCATTTTTCGAGGACA
TGGCAATTTATGACAGCTTCGCAAATAAGCACCCTACGACTTTCTTGTACAATCGAC
TGACTAATGAATTCGGCTGCACGAACTATTGTCTGAAAGCTGGTGAGATGCCCAGC
ATTGATGGGGCCCCGGCTGGGGTTTTAGCGGCCGTGATCGTGCATGATGTTGTCA
TTGCCGAAGGTACAGCATCATCTGGTCGCTATGCTAAAGTTAAGGCCAGTGAGAG
GGCACTCGCAGTGCTGGACGAGCTATCGTCAGCAGCTTTCCAGAGAAAATATCGC
TGTGATTGTCGAGAGTCAGGAGACTTGGCAAGACCCGACATTGGAACGGCTATCT
GAAGGAAATTGGGACTAGGAGCTTAGTACATGCGGTGAAACAGCCTGGGTAATTA
GCAGATGAAATGGTAGGTGCGTGACTCAGGAAACATGTAAAAGGGGCCATGAAAT
TGTGCTAGCGGCAGTTTTTATATCATTCGAAATATTCATTTTCCCTCTGTCTTCAAAT
GTTGTGCCAGAATACTAGTAGATGCCCAAG 

 
Dicer 2 (1375aa) (4472nt) 
IPR000999 (31.00): Ribonuclease III (901~1070) (1083~1294) (Rojo) 
IPR001650 (31.00): Helicase, C-terminal (355~525) (Verde) 
IPR005034 (31.00): Dicer double-stranded RNA-binding fold (548~642) (Morado) 
IPR006474 (31.00): Helicase Cas3, CRISPR-associated, core (39~67) (145~154) 
IPR011545 (31.00): DNA/RNA helicase, DEAD/DEAH box type, N-terminal (26~196) 
IPR014001 (31.00): DEAD-like helicase (19~223) (Azul) 
 

>Dicer2_Aspergillus_tubingensis_estExt_fgenesh1_pg.C_4_t20139 
MASSTDYHADSTPGPTTNMELRIREYQLEMLNESLKRNVIVVMPTGTGKTQVAILRILA
DIDKGDSDKFVWLLCPTVALSEQHTHTIRNRVPSMWCRGFTSRDQVEYWKEKKIWDN
ALLGIKIAVSTYQVLYDALSHGFVKLSQISLLIFDEAHHCKRDHVANKIMQDHYHKMHQS
GAQNLPKILGLTASPILSDLSSLETVESNLGSICKTPRQYYAQLLQFTNRPLILPRLPSYTI
PNCTVKAPILEKLCGILFSENEVPSSSKMKSKQLKHIRRFIQTSESINQELGIWAATEYV
RKSIMHFKESMRMGAEKTNISNSGKDFAMEILTKLGKLQDCIPAMQREDVSPMCLCLL
DELSKAYREGFCGLVFVTQRATVLALKWLIENHPLTSHLFTCGTFIGMSTTQYSKTELG
NLHDIRNQTETLEKFRQGSINLIITTDALEEGIDIPACNTVLNFNSQLSLKSFIQRRGRAR
RENSQFIIIMEDESGPMYLKQLEMEEIELVSKLQNAERRQIPANELDFDEYERISLSLHV
DRTGAQLIMREAVGYLYHLCSKLPAQPYVSNKPLFSYERNNYGRFRAVVRLPSNLDPS
LQSFSSSRNWSRRKYAREDAALEAYKALYQAGLVNDYLVPTQVSDHLDGNTILRSHYS
IQNQLDPWQDIAHLWKLDSQLYLHKLRIIRPEEDEIHIHMIFPYQLDTTVHIPLFIDYCTTY
TAILTPGHPITTNVPLCQQVTNLIFQSVYRDHCSRKNIDYAFLLVPGLEEPKLIEFLERYS
GSVSLTELLNQEATPSALGLLRSHTKPSRPLLVEPWVEGECVLSDDLSISSFTAKVKYM
TSRRNFLSQGNLAARKSKRCEPRIGFEANVKGMSVRDFFVDKLPSMFAQVALLTPSIIH
EVEVYIIAQNLRQELSLRSVTPWQRLDLLAIAIRPTSIEHRATFRSLAFIGDALIKYLFARQ
LFLHHHLLHEGLLSSLKQRNLSDAGLAYAIYQSGLGKFLISKHLNGKRWAPPLVSRIKSS
SNEARQRSIGAATLADMTKAVVGAAFIDGGLNQAAACASVMFPKLKTWNASSLHDGT
YSKTRPANAVAPTAIVDMEELLGYTFTDKSLAVESMTHPSCTGLVQTTSYRRLSFLGAS
VLEWIVVSYLHRHAQVMNPKRMQSLKSAFTNNTFLTFVAITFHQVRERNHIYVDDEHK
VHQNVKTCSIRLWDFLRLHSDALSTELTNFVQVSSEEVDAIKHELWERRFYPWVRLSA
LGDMRVLSDIIQSTFGAVFIDSQATLTSCNALAEKLGILPLLEHFISHQITTDHPKDILQAIL
RGRKLSYQISVDKEHPGTLRCSALADSSEIASVEGHMNDDVIKMLAAETAVRLLRKGFA
LSETS 
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>Dicer2_Aspergillus_tubingensis_estExt_fgenesh1_pg.C_4_t20139 
GCAAGCTACTACATACTTTTAGGGTATCTCTCTTAGTTGAGTCACAAGGAACACACT
ATTACTTTTTCTCGAATCCCAGAATGGCCTCATCTACCGATTACCATGCAGACAGTA
CGCCGGGACCGACAACTAATATGGAGCTTAGAATCAGAGAGTATCAATTGGAGAT
GTTGAACGAGAGTTTGAAACGTAATGTTATCGTTGTGATGCCAACAGGTACTGGGA
AAACGCAAGTAGCCATATTACGGATTCTGGCGGACATAGACAAAGGAGACTCAGAT
AAGTTCGTATGGCTACTTTGTCCCACAGTTGCTTTATCTGAGCAGCATACACATACA
ATACGAAACCGTGTTCCTTCTATGTGGTGCAGAGGGTTCACCAGTAGAGATCAGGT
GGAATATTGGAAAGAGAAGAAAATATGGGATAATGCCTTGTTGGGAATAAAGATTG
CAGTTTCAACATATCAGGTTCTATATGACGCACTATCCCATGGTTTTGTTAAACTGA
GCCAAATTTCTTTACTCATATTCGATGAAGCCCACCATTGTAAAAGGGATCACGTTG
CGAACAAGATAATGCAGGACCATTACCATAAGATGCACCAAAGTGGTGCGCAGAAT
CTACCGAAGATACTTGGTCTGACTGCTTCTCCCATTTTATCCGACTTGTCATCTTTG
GAGACCGTGGAAAGCAACCTGGGCAGTATATGCAAGACCCCTCGCCAATACTACG
CGCAACTCCTGCAATTCACAAACCGGCCACTTATATTGCCGCGCCTACCTTCTTAT
ACGATTCCGAACTGCACTGTCAAGGCACCAATACTGGAAAAGTTATGTGGTATTTT
GTTCTCTGAAAATGAAGTACCAAGTTCATCGAAGATGAAGAGCAAGCAACTCAAAC
ATATCAGACGCTTCATACAGACTTCGGAAAGCATTAACCAGGAGCTTGGGATTTGG
GCCGCGACAGAGTACGTGCGAAAATCGATCATGCATTTCAAAGAAAGCATGCGAA
TGGGCGCTGAGAAGACAAATATCTCCAATAGTGGGAAAGACTTCGCCATGGAAATT
CTTACTAAATTGGGCAAATTGCAGGACTGCATCCCGGCAATGCAACGAGAAGATGT
GTCACCAATGTGCCTGTGCCTATTGGATGAGCTTTCAAAGGCATACAGAGAAGGAT
TCTGCGGTCTGGTGTTCGTTACGCAGCGAGCGACTGTACTTGCATTGAAATGGCT
GATAGAGAACCATCCACTTACGAGCCACCTATTTACTTGTGGGACATTCATTGGTA
TGTCAACGACACAATACAGCAAAACAGAGCTCGGAAATCTCCATGACATCCGAAAT
CAGACTGAAACGCTAGAGAAGTTCCGGCAAGGCTCTATAAACCTAATCATAACGAC
CGATGCTCTGGAAGAAGGCATTGATATACCGGCATGCAATACAGTGCTAAACTTCA
ACAGTCAGCTATCCTTGAAATCCTTCATTCAGCGACGGGGGCGTGCACGAAGGGA
GAACTCCCAGTTTATTATCATTATGGAAGATGAAAGCGGCCCAATGTACTTGAAAC
AACTCGAGATGGAGGAAATAGAGCTAGTTTCAAAATTGCAGAATGCCGAGCGAAG
GCAAATACCAGCTAACGAGCTGGACTTCGACGAGTACGAGAGGATTTCGCTTTCC
CTTCACGTTGACAGGACCGGAGCGCAGCTGATAATGCGGGAAGCGGTCGGCTATT
TGTATCATCTTTGTTCAAAGCTACCTGCCCAGCCGTATGTCAGCAACAAGCCCCTG
TTTTCTTACGAGCGCAATAACTACGGCCGATTCAGGGCGGTAGTCAGATTGCCGA
GCAACCTCGACCCTTCCCTTCAGTCATTTTCTAGCTCAAGAAATTGGTCCAGACGC
AAGTATGCGAGGGAGGACGCAGCATTAGAAGCATATAAAGCGCTTTACCAGGCTG
GCCTTGTTAACGATTACTTAGTTCCGACACAGGTCTCAGACCATTTGGATGGGAAT
ACCATATTACGGTCCCACTACAGTATTCAGAACCAGCTGGATCCTTGGCAGGATAT
TGCTCATCTATGGAAACTTGACAGTCAGCTGTATCTTCACAAACTACGAATCATAAG
ACCAGAAGAGGACGAAATCCACATACATATGATTTTTCCATATCAGCTTGACACAAC
AGTTCACATTCCTCTTTTCATTGATTATTGCACAACCTATACGGCCATTCTCACACC
GGGGCATCCAATCACTACAAATGTTCCACTTTGCCAGCAAGTGACAAACCTGATCT
TCCAGTCGGTTTACCGAGACCATTGTTCTCGCAAGAACATAGACTATGCGTTCCTT
CTTGTCCCAGGACTGGAAGAACCGAAGCTGATTGAGTTCCTTGAGAGGTATTCTG
GATCAGTCAGCCTGACTGAGCTTCTGAATCAGGAAGCTACGCCGAGTGCGCTTGG
ACTGCTTCGCAGTCATACGAAACCCAGTCGACCACTTTTGGTTGAGCCTTGGGTAG
AAGGAGAGTGCGTCTTATCAGATGATTTGTCCATTTCGTCCTTCACGGCCAAAGTG
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AAATACATGACTAGTCGCCGGAACTTTCTCTCTCAAGGAAATCTAGCTGCTAGGAA
ATCAAAACGCTGTGAGCCCAGGATAGGCTTTGAAGCTAATGTGAAAGGCATGTCTG
TGCGAGATTTCTTTGTTGATAAGCTACCTTCCATGTTTGCCCAGGTCGCCCTCCTTA
CACCAAGCATAATCCACGAGGTGGAGGTATATATCATAGCGCAAAATTTGCGACAG
GAACTATCGTTACGATCAGTCACGCCCTGGCAACGACTTGATTTATTGGCCATTGC
TATCAGGCCTACAAGTATTGAGCATCGAGCCACCTTCCGCTCATTAGCCTTCATTG
GCGATGCACTCATCAAGTATCTCTTCGCAAGGCAATTATTTCTGCACCATCATTTGT
TGCACGAAGGTCTCCTGTCCTCTTTGAAGCAGAGGAATCTGTCTGATGCGGGTCTT
GCATATGCTATATATCAATCTGGCCTTGGGAAATTCCTCATAAGCAAACATCTCAAC
GGGAAACGATGGGCGCCACCGCTTGTGTCGAGGATTAAATCCTCCAGCAATGAAG
CCAGGCAGCGATCCATCGGTGCGGCTACGCTGGCTGATATGACGAAAGCAGTTGT
TGGGGCTGCCTTCATAGATGGTGGACTGAACCAGGCTGCTGCATGCGCATCAGTC
ATGTTTCCCAAACTCAAGACTTGGAATGCATCATCTCTGCATGATGGTACTTATTCC
AAAACAAGACCGGCAAATGCAGTTGCTCCAACAGCAATAGTCGATATGGAAGAACT
CCTTGGATATACTTTCACGGACAAATCCCTGGCTGTAGAAAGTATGACACATCCAT
CTTGCACTGGTCTTGTGCAAACAACATCTTATCGGCGTCTCTCATTTCTCGGAGCC
AGCGTGCTAGAATGGATTGTTGTGAGCTATCTACATCGACATGCACAAGTGATGAA
TCCAAAAAGGATGCAGTCCTTGAAGTCCGCGTTCACAAACAACACATTTCTGACCT
TTGTGGCAATAACATTCCACCAAGTAAGGGAGCGAAATCATATATATGTTGATGAT
GAACACAAGGTCCATCAAAATGTGAAGACATGCTCGATTAGGCTCTGGGATTTTCT
TCGCTTGCATAGCGATGCCTTATCCACTGAGTTAACAAACTTTGTTCAAGTGTCATC
TGAGGAGGTGGATGCTATCAAACATGAACTATGGGAGCGGCGATTTTACCCATGG
GTGCGGCTGAGCGCACTTGGGGACATGCGAGTGTTGTCTGATATCATTCAGAGCA
CTTTTGGTGCTGTCTTTATCGATTCTCAAGCAACCCTAACATCCTGCAATGCTCTGG
CAGAAAAACTCGGAATTCTGCCGCTTTTGGAGCATTTCATTTCCCATCAAATCACTA
CAGACCATCCAAAAGACATTCTACAAGCCATCCTTCGAGGACGCAAACTCTCTTAT
CAGATCTCTGTTGACAAAGAACATCCCGGGACACTGCGGTGTTCTGCACTGGCTG
ATTCCTCGGAGATCGCCTCAGTGGAAGGCCATATGAATGATGATGTAATCAAGATG
CTGGCAGCTGAAACGGCCGTTCGTCTCCTGCGCAAGGGGTTTGCTTTATCCGAGA
CATCGTGAGCATATTTCTAACCCCTCCAATCCTCATGCAACACGCGAGGACCTATA
TAAACTTATGCTAAAGTTTTTTGTCACGAGGAGGCCGTTTGGAAGGCGTTTAAGGA
GATGTTTTCTTAGACGCTTCATCGACACTGCATGGATAATTCTATAGCACAGACTTC
TCAATTCCGTGGCTATTCAAAGGGTTCTGTGTCTGTTATTGCCGTGGTTGACTAGC
TAGATGAGAACTCGACGATACATAATAGATTAATTATAAATCAAATTTAC 
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Dicer 3 (1394aa) (4182nt) 
 
IPR000999 (31.00): Ribonuclease III (905~1080) (1092~1249) (1250~1309) (Rojo) 
IPR001650 (31.00): Helicase, C-terminal (373~535) (Verde) 
IPR005034 (31.00): Dicer double-stranded RNA-binding fold (565~659) (Morado) 
IPR006474 (31.00): Helicase Cas3, CRISPR-associated, core (41~50) (444~470) 
IPR011545 (31.00): DNA/RNA helicase, DEAD/DEAH box type, N-terminal (22~164) 
IPR014001 (31.00): DEAD-like helicase (15~214) (Azul) 
 

>Dicer3_Aspergillus_tubingensis_gm1.9345_g 
MTAAATVLPAGENAPAYRPRSYQVEMFEASLKENIIVTMGTGSGKTHIALLRIMKELES
NPHKLIWFLTPTVALCLQQFKFISDNIPAVRARTLTSLDKVELWTEQPIWDAILKEMQVV
VSTHAVLADAMSHGFVKITQLGLMIFDEAHHCMRRHPANKIMQDFYHPALERHGAEAV
PKILGLTASPVVRSNKQELLKIESNLDAVCKTPRTHRSELMTHTHRPYLQQILFTPVLLD
DLQAGSRTLKALVNAWTSMRLEDDPYIKKLRKSPLDGRALQKVLESGKTYCNDQLKRF
ATRSLHIFRELGEWAADYFIYASVEQLKTRADNSVDSMGWTDEEKAYLLDIVSKLPTPN
LDLTPSDPDRIPISPKFRSLLEFLDAKGEPNFSGLVFAKQRATVSVMEKLLSIHPVTKHR
FRCASFVGWSGGGSKDVLGELLDARMQRDTLSEFRTGQKNLIIATDVLEEGIDISACSV
VVCYDKPPNLKSFVQRRGRARHRKSTYAIMFSTDDESSALSKWEDLEQAMIEAYEDD
ERRLREAWALEAINEEVVERLEVPSTAVLTADTAVAHLNHFCAVLPRQPYASNEPEFS
YEKDDADLLRGTVTLPSCVHPEVRRIQGQRWWQTERAARKEAAFQAYKRLYEFGLLS
DHLLPFKRNLELKETDHVNLPALVEVSEQYDPWVDWACSWSSPDVHQTQIAIKHNGD
SHMCIRLTSPTSLPPIEPMTLFWDSETTYTLAFDKPKRMKGIAADSIENMRLATALYLHA
ASSRQLRPEQDFVTLFGPDLSDLELAEWLKKHAGDEPALEVYSRKDFPTIMGIVRDRL
RYNEPMVFKRWVVSGQDDTPIVELECDAFPKRRNLLHRQTLAAKQLDTEIPDISSKIRLI
LAENCTIDKLPYAETIFGRFISVILDRLEATLVATRLCETILRDLEFSSIRHVITAITAPSAQ
SLTNYQRYEFFGDSVLKFTVSCQLFFQHPNWHEGYLSEGRDEIVQNSRLARAALDAG
LDAFIMNKTFTPRKWTAPLISEKISLTPKQRTISTKVLADVVEALIGASYIDGGFAAAHACI
HRFLPEVNLEHIDRTTTTAPSTPEGTTNHTLNDDHLMTHIGYTFTHKSLLVESLTHPSC
QFDTTTQSYQRLEFLGDAVLDMAIMSTLLSHPHEIPQGQMTKIKHAVVNANLLAFFCME
FALTEKRSTVQITPSGTASLNPSSVDHKVELWRFMRYQGAHLQTARDAALSRHASLRK
SIIHGLQHSPSYPWKYLSQLNADKFFSDIIESILGAIFIDSHGNLAECEKFLERLGLLWYL
RRILKDEVDVMHPRNIAQQMAKGEIRFEVVRVVNGDGTAGTAGGEDDGATYRCAVTM
AGVEGVAVLVEGCLTSEEAEITAAERAVEILVGRGV 

 
>Dicer3_Aspergillus_tubingensis_gm1.9345_g 
ATGACAGCTGCTGCGACTGTACTTCCCGCCGGCGAGAATGCGCCCGCATACCGC
CCGCGCAGCTACCAGGTGGAGATGTTTGAGGCGAGTTTAAAGGAGAATATCATTG
TCACGATGGGAACTGGCAGTGGGAAAACTCACATCGCTTTGCTGCGAATCATGAA
GGAGCTGGAGAGTAATCCGCACAAGTTAATCTGGTTCTTAACACCCACTGTCGCCC
TATGTCTGCAACAATTCAAATTCATCTCCGACAATATCCCCGCCGTCCGGGCCCGG
ACCCTCACCAGTCTAGACAAGGTCGAGCTCTGGACTGAGCAACCCATCTGGGATG
CGATCCTGAAGGAGATGCAGGTGGTGGTGTCCACGCATGCGGTTCTTGCCGATGC
GATGAGCCATGGGTTCGTCAAGATCACCCAGCTGGGTCTGATGATTTTCGATGAA
GCCCATCATTGCATGCGACGCCACCCTGCCAATAAGATCATGCAGGACTTTTATCA
CCCTGCGCTGGAAAGGCATGGCGCGGAAGCTGTGCCCAAGATTCTGGGCCTCAC
GGCTAGTCCCGTGGTGAGATCAAATAAACAGGAGCTACTGAAGATTGAGTCAAATC
TTGATGCCGTGTGCAAGACACCACGGACTCATCGGTCAGAGCTTATGACGCATAC
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CCATCGGCCATATTTGCAGCAGATCTTGTTCACCCCGGTGCTGCTCGACGATCTG
CAGGCTGGAAGCAGGACTTTGAAAGCTCTTGTGAACGCATGGACATCTATGAGAC
TCGAGGATGATCCGTACATCAAGAAATTGAGAAAGAGCCCTCTTGACGGAAGGGC
GTTACAGAAAGTCCTCGAGTCCGGGAAGACTTACTGTAACGATCAGCTGAAAAGAT
TTGCGACTAGAAGCTTACACATTTTCAGAGAGCTTGGTGAATGGGCTGCCGACTAC
TTCATATACGCTTCTGTCGAGCAGCTCAAAACGAGAGCCGATAATTCAGTGGATAG
CATGGGCTGGACCGACGAGGAGAAGGCATATCTATTAGATATCGTCTCCAAGCTA
CCGACCCCAAATCTCGATCTCACTCCTTCCGACCCGGATAGAATACCTATTTCACC
AAAATTCCGATCCCTACTGGAATTCTTGGATGCAAAGGGAGAGCCCAACTTCTCCG
GTCTAGTATTTGCTAAACAGAGGGCTACAGTGAGTGTAATGGAAAAGCTACTGTCT
ATTCATCCTGTAACGAAACATCGTTTTCGATGCGCCTCCTTCGTCGGCTGGTCCGG
CGGAGGTAGCAAAGACGTTCTGGGTGAGCTCCTTGACGCCCGTATGCAGCGCGAT
ACACTGAGCGAGTTCCGGACCGGCCAGAAGAACTTGATTATTGCGACGGATGTGC
TGGAGGAGGGCATTGACATTAGCGCCTGCAGCGTGGTAGTCTGCTATGATAAGCC
ACCAAACTTGAAATCGTTCGTACAGAGACGAGGTCGTGCGCGGCACAGGAAATCC
ACTTATGCCATCATGTTTTCTACAGATGATGAATCTTCTGCACTGAGCAAGTGGGA
GGACCTGGAACAGGCCATGATTGAAGCGTACGAGGATGACGAAAGGCGACTGCG
CGAGGCTTGGGCCCTGGAGGCTATCAACGAAGAAGTGGTGGAAAGGCTTGAGGT
GCCATCTACTGGTGCTGTCTTGACGGCAGACACCGCTGTTGCACATCTCAACCATT
TCTGTGCAGTCCTGCCGCGCCAACCGTATGCGAGTAATGAGCCTGAATTTTCATAT
GAGAAGGATGATGCAGATCTATTGAGAGGTACTGTCACATTGCCGTCCTGCGTCC
ATCCCGAAGTCCGCCGTATTCAGGGCCAGCGATGGTGGCAGACCGAGCGAGCAG
CTCGGAAAGAAGCAGCCTTTCAAGCCTACAAACGGCTCTACGAGTTTGGTCTTCTG
AGCGATCATCTACTTCCATTCAAAAGGAATTTAGAGCTAAAAGAGACCGATCATGTT
AACCTGCCAGCCCTTGTGGAAGTATCGGAACAGTACGATCCATGGGTCGATTGGG
CTTGTTCCTGGTCATCCCCTGATGTCCATCAAACGCAAATTGCTATAAAGCACAAT
GGGGACTCTCACATGTGTATCAGGTTGACCAGCCCAACGAGTCTACCACCGATTG
AACCGATGACCTTATTCTGGGACAGCGAGACAACCTATACGTTGGCGTTCGACAAA
CCGAAGCGAATGAAAGGGATCGCCGCTGACAGCATTGAAAATATGAGACTAGCAA
CCGCGCTATACCTCCACGCTGCAAGCTCTAGACAACTGAGACCCGAACAAGACTT
TGTTACTCTGTTTGGGCCCGACCTTTCCGACCTTGAGTTGGCAGAATGGCTTAAGA
AGCACGCTGGAGACGAGCCTGCTCTAGAGGTCTACTCTCGCAAGGACTTTCCTAC
GATAATGGGCATTGTGCGGGACCGCTTACGCTACAATGAGCCCATGGTGTTCAAA
CGGTGGGTTGTGTCCGGACAAGATGACACACCCATAGTCGAGCTCGAATGCGACG
CCTTCCCAAAGCGACGAAATCTTTTGCACCGGCAAACATTAGCTGCTAAGCAACTT
GATACTGAAATCCCTGATATCTCCTCAAAGATCCGTCTTATTCTTGCGGAAAACTGC
ACCATAGACAAACTTCCCTATGCCGAAACCATCTTCGGCCGCTTCATATCAGTTATA
CTGGATAGACTAGAAGCCACATTGGTTGCGACTAGACTATGCGAGACCATCCTCC
GCGATCTTGAATTCTCCAGCATTCGTCATGTCATCACGGCCATCACCGCGCCCAG
CGCGCAATCACTGACCAACTACCAGCGATACGAGTTCTTCGGCGACTCGGTCCTC
AAATTCACCGTCTCATGCCAACTCTTCTTCCAGCACCCCAACTGGCACGAAGGCTA
CCTCTCCGAAGGACGAGACGAGATCGTCCAAAACTCCCGTCTCGCCCGAGCGGC
CCTCGACGCCGGCCTCGACGCCTTCATCATGAACAAGACGTTCACTCCCCGCAAA
TGGACCGCCCCCCTCATCTCCGAAAAGATCAGCCTCACCCCAAAACAACGAACAA
TATCCACCAAAGTCCTCGCCGACGTAGTCGAAGCCCTAATCGGAGCCTCCTACAT
CGACGGCGGCTTCGCCGCCGCCCACGCCTGCATCCACCGCTTCCTCCCCGAAGT
GAACCTCGAGCACATCGACCGCACCACCACCACAGCCCCCTCAACCCCAGAAGG
CACCACCAACCACACCCTAAACGACGACCACCTAATGACACACATCGGCTACACCT
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TCACACACAAATCCCTCCTCGTCGAATCCCTCACCCACCCATCCTGCCAATTCGAC
ACCACCACCCAATCCTACCAACGACTCGAATTCCTCGGCGACGCCGTCCTCGACA
TGGCCATCATGTCGACCCTCCTCTCCCACCCGCACGAAATCCCCCAAGGCCAAAT
GACCAAGATAAAGCACGCCGTCGTGAACGCCAACCTCCTCGCCTTCTTCTGCATG
GAATTCGCCCTCACTGAAAAACGCTCCACCGTACAAATCACCCCCTCGGGAACCG
CCTCCCTCAACCCCTCATCCGTCGACCACAAAGTCGAACTCTGGCGCTTCATGCG
CTACCAAGGCGCCCATCTCCAAACAGCCCGAGACGCAGCCTTATCCCGCCACGCC
TCGCTCCGCAAATCCATCATCCACGGCCTGCAACACTCCCCGTCATACCCCTGGA
AATACCTCTCCCAGCTCAACGCGGATAAATTCTTCTCCGATATCATCGAGAGTATC
CTGGGCGCTATATTCATCGATTCGCATGGGAATCTGGCCGAGTGTGAGAAGTTTCT
GGAACGGTTGGGGCTGTTGTGGTATTTGAGGAGGATTCTGAAGGATGAGGTGGAT
GTTATGCATCCGAGGAATATTGCGCAGCAGATGGCGAAGGGGGAGATTAGGTTTG
AGGTGGTGAGGGTGGTGAATGGGGATGGTACTGCTGGTACTGCTGGTGGGGAGG
ATGATGGGGCGACGTATCGGTGTGCGGTGACGATGGCAGGCGTGGAGGGCGTG
GCTGTTCTTGTGGAGGGGTGTTTGACTAGTGAGGAGGCGGAGATTACGGCGGCG
GAGAGGGCTGTGGAGATTCTTGTGGGGAGGGGGGTGTAG 

 
Rhizopus oryzae 

 
Taxonomía 
Reino: Fungi 
Orden: Mucorales 
Familia: Mucoraceae 
Género: Rhizopus 
Especie: R. oryzae 
 
Dicer 1 (1239aa) (3720nt) 
 
IPR000999 (31.00): Ribonuclease III (951~1135) (754~921) (Rojo) 
IPR001650 (31.00): Helicase, C-terminal (58~223) (Verde) 
IPR005034 (31.00): Dicer double-stranded RNA-binding fold (263~353) (Morado) 
 

>Dicer1_ Rhizopus_oryzae_RO3G_15434 
MLTDLERRITNQTQDLDKDALIDEDLALKETHELIDTIECPRNPNVDDIQTFSPKIAKLIQL
LGFIVNNMGQFCGIIFVERRHTAIALQKLIESLDTLDKIKCGILIGHGTADEGDVQMTFKE
QNKVIQKFRSGELNFLIATNVAEEGLDIQPCNFVIRFDFFHTLIAYIQSRGRARCIDSKYVI
MIEDNNLNQIGTLDEFRMLEEAMKSFCQALPAERNVANRFSLSMEGYESDNEYDSDE
DYLESAIIDMDTGATITKQNAVPLIHRYCSSLPSDSFCVLKPIFEHIAAGEGYKCILTLPSN
AAIQKVESPFVRSKDLAKALVALQACSELKRLDALDRHLLPRNIKKEILGEMAPQYDEN
GYIIGSRRRHGLYEKRTPKFWEREIEEEEVIDIEDNADLLKATQMIKKTHDDQEVPPVDA
EATKIETNAEQGTSLSNGLIEKNIQKTSNNNVPNGEHQDVEKIKETEEVKDTEVEEIEDA
EEELGEGPFSCWFTILEVLMPDGKFEGRNYRRMCLVTKKPFIELPQLKLFHKNQPFVV
NLRVIKTELVLDKECILLLSDYMMSLMKELMNKDYHCPVVDIPYYIVPLIKNCEQAKFED
LSADELKNMVDWDQVNAFKERTNKPLILSEMSDPSDFIIIDNSDYSLRYLITDVRYDMN
PQSAVPSGFDIREAGYPTFIDYYRDLGDKFVIHDYEQPMIEVERLKRGMDFLHPGGNM
PARSKGPARTWVVPQFCTQYFVNASVYIAMLMIPSIMTRIDSLLLCYDSRARYDLPITDE
YMLEAYTMPSASMEMDYERLETLGDSLLKFIATIRLYINFPFSNEGELHHLRIRVVCNRA
LYRAAKRLKFYRYVTSQAFNRRHWRPPHFTSTADNADTMESLKKHKLSDKTLADIVEA
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SLGAAYLSSGLEGCLHTAIQMQIPFDQIEKWSDFNVAFEESRKAVPPRAEVKALRMLDL
PKIQVLVDREFNKPLLVVEALTHASLPNSTSPCYQRLEFLGDAILDFLVIRYLYTKYPDA
EPGQITTLKDSCVNNHVLGIICLNNGLHKHIIHYSGKLVRAINTLEEEVQELKDTGKAVG
EYWADMNIPKVLSDVVESMLGAVFVDAKFDLSPCAALFDKWFVPIFDANVTPELVRIHP
MRKLLTDLQAFGCEGFMLRNHSTGESGPTSQKCVIFLHDKSLACGADWNIKVARRRA
AEKASQRLEDEPGLLESVCNCRISYIKRGLLPEKETKNIDEDSDTNLS 

 
>Dicer1_ Rhizopus_oryzae_RO3G_15434 
ATGCTGACTGACCTTGAAAGACGGATTACTAATCAAACACAAGATTTGGATAAAGAT
GCTTTGATCGATGAAGATTTGGCACTCAAGGAAACGCACGAGTTGATTGATACCAT
TGAATGTCCTCGTAATCCTAACGTAGATGATATACAAACTTTCTCACCCAAGATCGC
TAAACTGATCCAACTACTTGGCTTTATTGTGAATAACATGGGGCAATTTTGTGGTAT
TATTTTCGTTGAACGAAGACATACAGCAATTGCTCTTCAGAAGCTGATCGAGTCATT
GGACACACTCGATAAGATCAAGTGCGGCATCTTGATTGGTCACGGCACAGCAGAT
GAAGGCGACGTACAGATGACCTTTAAAGAACAAAACAAAGTGATTCAAAAATTCAG
ATCGGGAGAATTGAATTTTCTTATTGCTACTAATGTCGCTGAAGAAGGTTTGGATAT
CCAACCTTGTAACTTTGTTATTAGATTTGATTTCTTTCATACGCTAATTGCCTATATT
CAGTCAAGAGGAAGAGCTCGATGTATCGATTCAAAATATGTGATCATGATTGAAGA
CAATAATTTGAATCAAATTGGCACCTTGGATGAATTTAGAATGTTGGAAGAGGCGAT
GAAGAGCTTTTGCCAAGCTTTGCCTGCTGAAAGAAACGTAGCTAATAGGTTCTCGC
TAAGCATGGAAGGATACGAATCTGATAATGAATACGACTCTGATGAAGACTATTTG
GAAAGTGCCATCATAGATATGGACACTGGAGCGACAATCACAAAGCAAAATGCAGT
ACCACTTATTCACAGATACTGTAGTTCGCTTCCGTCTGATAGTTTTTGTGTTTTGAA
GCCAATCTTTGAACACATCGCTGCAGGAGAGGGCTACAAGTGTATATTGACATTAC
CAAGTAATGCTGCTATTCAAAAGGTAGAATCTCCTTTTGTTCGCTCCAAAGATTTGG
CTAAAGCGCTCGTTGCACTACAAGCATGTTCTGAATTAAAGCGATTGGATGCTCTG
GACAGACATCTGCTGCCACGTAACATCAAAAAAGAAATCTTGGGTGAGATGGCTCC
TCAATACGATGAGAATGGCTATATAATTGGTAGTAGACGTCGTCATGGATTATATGA
AAAGAGAACACCAAAGTTTTGGGAAAGGGAAATAGAAGAAGAAGAAGTCATTGACA
TTGAGGATAATGCGGATTTATTGAAGGCAACTCAAATGATCAAGAAAACACATGAT
GATCAAGAGGTGCCACCTGTAGACGCAGAGGCCACTAAAATAGAAACAAATGCTG
AGCAAGGCACATCTCTTTCGAATGGCTTAATCGAGAAGAATATTCAAAAAACCTCAA
ATAATAACGTTCCAAATGGTGAACACCAAGATGTCGAGAAAATTAAAGAAACTGAG
GAGGTCAAAGACACCGAGGTTGAAGAAATTGAAGATGCCGAGGAAGAATTGGGTG
AAGGGCCTTTCTCTTGCTGGTTCACTATCCTGGAGGTCCTTATGCCAGATGGTAAA
TTCGAAGGCAGAAACTATCGTCGTATGTGTCTTGTTACCAAAAAGCCTTTTATCGAG
CTTCCACAGTTGAAGCTATTCCACAAGAATCAACCGTTTGTTGTTAACTTGCGTGTC
ATTAAGACCGAATTGGTATTGGATAAAGAGTGTATCCTGCTTCTTTCGGACTATATG
ATGAGTCTGATGAAAGAATTGATGAACAAAGATTACCACTGCCCTGTAGTTGATATC
CCTTACTATATTGTTCCCCTGATCAAAAACTGCGAGCAAGCCAAGTTTGAAGATCTC
TCTGCTGATGAACTAAAAAATATGGTGGACTGGGATCAGGTTAATGCCTTCAAGGA
ACGTACGAACAAACCGTTGATTTTGTCTGAAATGAGCGATCCTTCTGATTTTATTAT
TATTGACAACTCTGACTACTCTCTTCGATATTTAATAACAGATGTTCGATATGACAT
GAATCCTCAAAGTGCAGTCCCTTCAGGCTTCGACATTCGCGAAGCCGGATATCCTA
CATTTATAGACTATTATCGTGATCTTGGCGATAAATTTGTCATCCACGACTACGAGC
AGCCGATGATAGAAGTGGAACGACTTAAAAGAGGAATGGACTTTTTGCATCCAGGC
GGTAACATGCCCGCTCGGTCAAAAGGGCCTGCACGTACTTGGGTTGTTCCTCAAT
TCTGTACCCAATACTTTGTAAATGCTAGTGTTTATATAGCCATGTTGATGATACCCT
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CAATAATGACACGAATTGATTCACTTTTACTCTGCTATGATTCACGTGCAAGATACG
ATTTGCCCATTACTGATGAATATATGCTTGAAGCATATACTATGCCCTCCGCAAGTA
TGGAGATGGACTATGAAAGATTAGAAACACTTGGAGACTCTTTATTGAAATTCATTG
CTACTATTCGTTTATATATCAATTTCCCTTTCAGTAATGAAGGTGAACTTCACCATTT
ACGTATTCGTGTTGTTTGTAATAGAGCTCTTTACAGAGCTGCAAAGCGTCTAAAATT
TTACCGTTATGTGACCAGTCAAGCATTTAATCGTCGGCACTGGCGTCCACCTCACT
TCACAAGTACTGCAGATAATGCAGATACAATGGAGAGTCTCAAGAAACACAAATTA
TCTGACAAGACATTGGCTGATATTGTAGAAGCATCGCTTGGTGCAGCTTATTTAAG
CAGTGGACTCGAAGGCTGTCTTCATACTGCCATTCAAATGCAAATTCCTTTTGATCA
AATCGAGAAGTGGTCCGATTTTAACGTAGCCTTTGAAGAATCTCGAAAAGCAGTTC
CTCCTCGCGCTGAAGTCAAAGCGCTTCGTATGTTAGACTTACCAAAGATTCAGGTA
CTTGTAGATCGAGAGTTCAATAAGCCTTTATTAGTTGTAGAAGCCCTGACGCATGC
AAGTTTACCTAATTCAACCTCACCATGTTATCAACGCCTTGAATTTCTGGGTGATGC
CATTTTGGATTTCTTGGTTATTCGATACCTGTATACTAAATACCCTGATGCCGAACC
TGGTCAAATTACTACCTTAAAAGATTCATGCGTCAATAATCATGTGCTAGGCATTAT
CTGTTTAAACAACGGTCTTCACAAGCACATTATACATTATTCTGGAAAACTTGTTAG
AGCCATCAATACACTGGAAGAAGAAGTCCAAGAATTAAAGGACACTGGTAAAGCAG
TGGGTGAATATTGGGCTGATATGAATATACCCAAAGTTTTGTCCGATGTGGTTGAA
AGTATGCTGGGTGCAGTGTTTGTTGATGCCAAATTTGACTTGTCACCCTGTGCAGC
ATTGTTTGACAAGTGGTTTGTGCCTATTTTCGATGCAAACGTTACACCAGAACTTGT
TCGTATTCATCCTATGCGTAAATTGCTTACTGATTTACAAGCATTTGGTTGCGAAGG
ATTTATGCTTAGAAATCATTCAACTGGAGAAAGTGGCCCTACAAGTCAAAAATGTGT
TATTTTTCTCCATGATAAGTCTTTAGCTTGTGGAGCAGATTGGAATATTAAAGTGGC
AAGAAGACGTGCGGCAGAAAAAGCCAGTCAAAGATTGGAAGATGAGCCAGGATTA
TTGGAGTCTGTCTGTAACTGCAGAATTTCTTACATCAAAAGAGGTCTGTTACCAGA
GAAAGAAACAAAGAATATTGATGAGGATAGTGACACGAACTTGAGTTAA 
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Anexo 5 Secuencias de las muestras LB6, LB15, LB20, del plásmido 

pGEM-T Easy utilizando los promotores M13 y SP6 

Muestra: LB6 
 
>M13/Forward_LB6 
TCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTTAATACGACTCACTATAG
GGAGATGGGGATATGCTGATCCTTGAAGGCGTATTTCGATTTGCATCGGTTGCAAGCACAG
AATTAGGTGGTTGGTGCGCAGACCAGGTATGGGCTCTGGCTCTGGCGGACGAAGTGCTGC
CCAAGCTGGAGGGCAGCATCGGCAAAGTCACCGATTCTGATCCTCGGGATTCTGAAAAGG
CCTCGGAGGAGATCAAACGAATCCAAGAAGCCAGCCATCTTGTCAACGAATACATTACAGA
CCGGGCATTTATGCCGCCATCTATCGTGCAAGCTGCGGAGCAGTATGACCCTTATGTAGAC
CTTGCACAAGGCTGGGCTTCGGGTCAGCTGTGCCAAACACGCTTGAAGATATGCAGCAAT
GGGTCTGTAGATGAAGATCTGGCCATCAGCATAATTTTGCCAAGATTGACTCCGATGCCAC
ACCCCATTCCTCTCTACTGGGACTCCGAGACGTCCTTTGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA
AATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCC 
 
>SP6/Revers_LB6 
TATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTTAATACGACTCACTATAGGGA
GACAAAGGACGTCTCGGAGTCCCAGTAGAGAGGAATGGGGTGTGGCATCGGAGTCAATCT
TGGCAAAATTATGCTGATGGCCAGATCTTCATCTACAGACCCATTGCTGCATATCTTCAAGC
GTGTTTGGCACAGCTGACCCGAAGCCCAGCCTTGTGCAAGGTCTACATAAGGGTCATACTG
CTCCGCAGCTTGCACGATAGATGGCGGCATAAATGCCCGGTCTGTAATGTATTCGTTGACA
AGATGGCTGGCTTCTTGGATTCGTTTGATCTCCTCCGAGGCCTTTTCAGAATCCCGAGGAT
CAGAATCGGTGACTTTGCCGATGCTGCCCTCCAGCTTGGGCAGCACTTCGTCCGCCAGAG
CCAGAGCCCATACCTGGTCTGCGCACCAACCACCTAATTCTGTGCTTGCAACCGATGCAAA
TCGAAATACGCCTTCAAGGATCAGCATATCCCCATCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATCG
AATTCCCGCGGCCGCCATGGCGG 
 
Muestra: LB15 
 
>M13/Forward_LB15 
ACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTTAATACGACTCACTA
TAGGGAGATGGGGATATGCTGATCCTTGAAGGCGCTCTTTGCATTACAGACCGGGCATTTA
TGCCGCCATCTATCGTGCAAGCGCGGAGCAAATGCGGCTTTGGTCCGAGGCCCAGCCCCT
CACTGTCTAACCGGAAGGGACGTGAGCCGGCGCTCCATGAAGACGACACGGGATAAAGCG
CCACATCAGATGAGGGTTTCTTCCAAAAGGCTATCGTTATAGTAGATTGCAGCAGGCTGTC
ATTGGTAACCTGGGACCCGAGACGTCCTTTGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 
 
>SP6/Revers_LB15 

TATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTTAATACGACTCACT
ATAGGGAGACAAAGGACGTCTCGGGTCCCAGGTTACCAATGACAGCCTGCTGCAA
TCTACTATAACGATAGCCTTTTGGAAGAAACCCTCATCTGATGTGGCGCTTTATCCC
GTGTCGTCTTCATGGAGCGCCGGCTCACGTCCCTTCCGGTTAGACAGTGAGGGGC
TGGGCCTCGGACCAAAGCCGCATTTGCTCCGCGCTTGCACGATAGATGGCGGCAT
AAATGCCCGGTCTGTAATGCAAAGAGCGCCTTCAAGGATCAGCATATCCCCATCTC
CCTATAGTGAGTCGTATTAAATCGA 
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Muestra: LB20 
 
>M13/Forward_LB20 
ACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTTAATACGACTCACTA
TAGGGAGATGGGGATATGCTGATCCTTGAAGGCGTATTTCGATTTGCATCGGTTGCAAGCA
CAGAATTAGGTGGTTGGTGCGCAGACCAGGTATGGGCTCTGGCTCTGGCGGACGAAGTGC
TGCCCAAGCTGGAGGGCAGCATCGGCAAAGTCACCGATTCTGATCCTCGGGATTCTGAAA
AGGCCTCGGAGGAGATCAAACGAATCCAAGAAGCCAGCCATCTTGTCAACGAATACATTAC
AGACCGGGCATTTATGCCGCCATCTATCGTGCAAGCTGCGGAGCCGAGACGTCCTGGGAC
TCCGAGACGTCCTTTGTCTCCCATAGTGAGTCGTATTAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCG
CCT 
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TATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTTAATACGACTCACTAT
GGGAGACAAAGGACGTCTCGGAGTCCCAGGACGTCTCGGCTCCGCAGCTTGCAC
GATAGATGGCGGCATAAATGCCCGGTCTGTAATGTATTCGTTGACAAGATGGCTGG
CTTCTTGGATTCGTTTGATCTCCTCCGAGGCCTTTTCAGAATCCCGAGGATCAGAAT
CGGTGACTTTGCCGATGCTGCCCTCCAGCTTGGGCAGCACTTCGTCCGCCAGAGC
CAGAGCCCATACCTGGTCTGCGCACCAACCACCTAATTCTGTGCTTGCAACCGATG
CAAATCGAAATACGCCTTCAAGGATCAGCATATCCCCATCTCCCTATAGTGAGTCGT
ATTAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGA 

 
Constructo para P. digitatum, de color amarillo DCL 1, de color azul DCL 2 y de color 
verde el promotor T7. 

 

 


