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RESUMEN

Cuando se establece una interaccion negativa planta-patdgeno, la planta activa
respuestas del sistema inmune innato, gracias al reconocimiento de factores de virulencia
del patdégeno. En esta respuesta participan diversas fitohormonas como auxinas,
fitoalexinas, acido jasmonico y cido salicilico, entre otras.

Estudios recientes sobre procesos patogénicos en plantas, reportan la participacion
de moléculas del patdgeno conocidas como “efectores”, capaces de alterar la estructura y
funcién celular del hospedero, facilitando su entrada y permanencia en las plantas, estos
efectores son reconocidos por la planta, activando la respuesta de defensa vegetal. Se
conoce un grupo de efectores que cuentan con el dominio de translocacion RXLR, el cual
estd altamente conservado entre diversos patdgenos, mediando la entrada a las células del
hospedero. Las plantas también interactian con microorganismos no patdgenos y se conoce
poco acerca de los mecanismos que controlan el establecimiento de estas interaciones
benéficas.

Los hongos del género Trichoderma establecen interacciones benéficas con plantas
y son capaces de promover su crecimiento y desarrollo, asi como de activar el sistema de
defensa vegetal. Es probable que esta interaccion sea mediada por moléculas tipo efector,
por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar la participacion de este tipo de
moléculas de Trichoderma virens y Trichoderma atroviride en la promocion del
crecimiento y desarrollo de plantas de Arabidopsis thaliana y en la activacién del sistema
de defensa de la planta.

A partir de la base de datos de los secretomas predichos para T. virens y T.
atroviride, se seleccionaron 16 secuencias codificantes para posibles efectores, se
realizaron cinéticas de interaccion con Arabidopsis thaliana, para determinar mediante RT-
PCR convencional su expresion en la interaccion y mediante RT-PCR en tiempo real se
determind la expresion relativa de 7 genes que mostraron un patron de expresion
reproducible. Se fusionaron los dominios de translocacion de 4 de las 10 secuencias a la
proteina rojo fluorescente mCherry. Se obtuvieron mutantes nulas y cepas sobreexpresantes
para 4 de los genes seleccionados.

Se determind que el gen tvhydiil de T. virens, que codifica para una hidrofobina clase II,
participa en la interaccion micoparasitica con el fitopatégeno R. solani, y en la colonizacién
de raices de tomate, favoreciendo la adhesion a la superficie de los hospederos.



INTRODUCCION

Como todo ser vivo, las plantas llevan a cabo diversas interacciones no sélo con el
ambiente fisico, sino con otros seres vivos. Las interacciones que establecen las plantas con
los microorganismos pueden ser benéficas, como las que se establecen en las micorrizas
(por ejemplo, Laccaria bicolor - alamo) o en los nodulos fijadores de nitrogeno
(Rhizobium-leguminosas), con quienes se favorece el intercambio de nutrientes y el
crecimiento de las plantas. Las interacciones también pueden ser perjudiciales, como
aquellas que se establecen con diversos oomicetos como Phytophthora spp., hongos
fitopatogenos como Colletotrichum spp., y bacterias como Pseudomonas syringae, los
cuales infectan a las plantas y perjudican su crecimiento (Irieda et al., 2014; Macho et al.,

2010; Plett et al., 2011; Rey & Schornack, 2013).

El sistema inmune vegetal.
Cuando se establece una interaccion planta-patégeno, en la planta se activan los

componentes del sistema inmune innato, que funcionan a través de dos tipos de resistencia:

(1) Resistencia sistémica adquirida (SAR por sus siglas en inglés), la cual se inicia
generalmente por una infeccidn local cuando la planta reconoce moléculas que constituyen
componentes estructurales de los microorganismos, promoviendo una respuesta
hipersensible que se caracteriza principalmente por la generacion de especies reactivas de
oxigeno, muerte celular alrededor del sitio de infeccion entre otras, y genera una resistencia
a largo plazo ante el ataque subsecuente de patdgenos (Shoresh et al., 2010). Este tipo de
resistencia estd mediada por el &cido salicilico (SA), fitohormona que participa en la
activacion de la sintesis de proteinas como quitinasas y glucanasas que ayudan a la defensa

de la planta, ademéas de inducir la expresion de genes relacionados a patogenicidad,



conocidos como PR’s, (Shoresh et al., 2005; Yedidia & Benhamou, 1999). En el caso de la
proteina PR-1, la expresion del gen que la codifica se induce en respuesta a la presencia de
acido salicilico y sirve como marcador de activacion de SAR, como se ha demostrado en

diversos estudios (Frias et al., 2011).

(1) Resistencia sistémica inducida (ISR, por sus siglas en inglés), que se activa con
el reconocimiento de factores de virulencia provenientes del patdégeno (Shoresh et al.,
2010). Esta resistencia esta mediada principalmente por el acido jasmonico (JA), el cual
induce la expresion de genes que participan en la defensa de la planta, como el gen que
codifica para la fenilalanina amonia liasa (PAL), que participa en la biosintesis de
precursores de lignina, fenoles y SA, los cuales participan en procesos de defensa de las

plantas (Shoresh et al., 2005).

Ademas del SA y del JA, en la respuesta de defensa de la planta contra patdgenos
participan otras fitohormonas como las auxinas, cuyo principal representante es el acido
indolacético (IAA), esta hormona participa principalmente en el crecimiento y el
establecimiento de los patrones de desarrollo vegetales, y ademas tiene un papel relevante
en la regulacion de genes involucrados en las vias de sefializacion de respuesta a estrés
bidtico y abidtico (Ghanashyam & Jain, 2009); las fitoalexinas, compuestos que poseen
fuerte actividad antimicrobiana y que se acumulan en grandes cantidades alrededor del sitio
de infeccion (Baccelli et al., 2014; Velazquez-Robledo et al., 2011; Yedidia et al., 2003) y
el etileno, que media respuestas tanto a estrés abiotico como a interacciones mutualistas y

patogénicas (Groen & Whiteman, 2014; Plett et al., 2014a).



Efectores: sus caracteristicas, funciones y su participacion en interacciones
patogeénicas.
De manera relativamente reciente, se ha asignado el término de efectores a aquellas

moléculas, principalmente proteinas liberadas por el patdgeno, capaces de alterar la
estructura y funcion celular del hospedero, y que tienen un papel importante en el
establecimiento de interacciones patogénicas. Los reportes publicados hasta la fecha en
organismos tan diversos como bacterias, oomicetos y hongos filamentosos sobre estas
moléculas, indican que los efectores facilitan el establecimiento del patégeno en el
hospedero, promoviendo su patogenicidad a través de diferentes mecanismos, por ejemplo
protegiéndolo contra enzimas hidroliticas del hospedero, estimulando la produccién de
analogos de hormonas o suprimiendo la inmunidad del hospedero, aunque también pueden
evitar el proceso patogénico, induciendo respuestas de defensa y resistencia, como la
proteina Avr-Pita de Magnaporthe griseae que induce resistencia en arroz (Khang et al.,

2008).

Para el caso de interacciones planta—patogeno, a estas moléculas tipo efector se les ha
dividido en 2 clases, dependiendo de la localizacién que presentan en el tejido vegetal:
efectores apoplasticos y efectores citoplasmaticos (Hogenhout et al., 2009; Kamoun, 2006,

2007; Schornack et al., 2009).

Los efectores apoplasticos son secretados en el espacio extracelular del hospedero, donde
interactan con blancos y receptores de superficie. Estos efectores se caracterizan por tener
una region rica en cisteinas, después del peptido sefial para secrecion. Los efectores
citoplasmaticos son translocados al interior de la célula, donde pueden interactuar con

distintos blancos. Estos efectores cuentan con un dominio de translocacion ubicado
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generalmente después del péptido sefial para secrecién (Hogenhout et al., 2009; Kamoun,
2006; Schornack et al., 2009). La mayoria de estos efectores estan clasificados dentro de la
familia RXLR, y se caracterizan por presentar, después del péptido sefial para secrecion, un

dominio conservado con los aminoacidos RXLR.

Se ha propuesto que este dominio RXLR permite la translocacion al interior de las células
del hospedero uniéndose al fosfatidil-inositol-3-fosfato de las membranas, o mediante el
empleo de un translocén, que es un complejo de proteinas asociado a la translocacion a
través de membranas, y de esta forma poder internalizar a los efectores (Dou et al., 2008;
Grouffaud et al., 2010; Wawra et al., 2012). Existe cierta controversia sobre la funcion del
dominio RXLR, algunos autores indican que este dominio pudiera no ser suficiente o
necesario para la translocacion (Yaeno & Shirasu, 2013). Sin embargo, varios reportes
experimentales han probado la relevancia de este dominio en sistemas diversos como la
proteina PfHRPIlI de Plasmodium falciparum, cuyo dominio RXLX es capaz de
translocarla al interior de los eritrocitos, o la proteina Avrlb de Phytophthora sojae que con
el dominio RXLR es capaz de entrar a las células de raices de soya (Bhattacharjee et al.,
2006; Dou et al., 2008; Oliva et al., 2010; PONZIO et al., 2014; Stassen & Van den
Ackerveken, 2011). Lo anterior siguiere que esta caracteristica pudiera estar conservada en
efectores citoplasmaticos de distintos organismos. Sin embargo, hay evidencia de otros
dominios adicionales al RXLR, que también pudieran participar en la internalizacion de los
efectores. Tal es el caso del dominio YFLAK de los efectores de la familia Crinkler de
diversos oomicetos (Schornack et al., 2010), o el dominio CHXC de Albugo (Kemen et al.,
2011) . Se han identificado otros dominios en diferentes efectores de hongos y oomicetos,

como [L/I]XAR (Yoshida et al., 2009), YXSL[R/K] (Lévesque et al., 2010), [Y,F,W]xC
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(Godfrey et al., 2010) o el dominio [R/K]VY[L/I]R (Ridout et al., 2006), aunque no hay
evidencias suficientes de que participen en la entrada de los efectores a las células del

hospedero.

Los efectores pueden desempefiar distintas funciones dentro del hospedero, encaminadas a
facilitar el establecimiento de la interaccion patogénica, de tal manera que para su estudio
los efectores también han sido clasificados segin su funcion, (Stassen & Van den
Ackerveken, 2011; Wawra et al., 2012). Algunos de los grupos principales de efectores son
aquellos que contienen un dominio LysM, como el efector Mg3LysM de Mycosphaerella
graminicola que se une a fragmentos de quitina provenientes del hongo, evitando que la
planta de tomate perciba estos fragmentos, previniendo asi la activacion de las respuestas
de defensa vegetal (Marshall et al., 2011). Los efectores que tienen homologia a la proteina
cerato platanina (CP) de Ceratocistis platani, son denominados cerato plataninas, y en el
caso de la proteina CP, ésta activa la SAR en plantas de Arabidopsis thaliana, evidenciada
por la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de camalexina, una

fitoalexina, en las hojas (Baccelli et al., 2014).

Otros tipos de efectores, entre ellos los apoplasticos y algunos citoplasmaticos, tienen
actividad de proteasas, por lo que una de sus principales funciones es la proteccion del
patdgeno contra enzimas hidroliticas del hospedero (Hogenhout et al., 2009; Kamoun,
2006; Schornack et al., 2009). Entre este tipo de efectores se encuentran las serin-proteasas
y las metaloproteasas, por nombrar algunas. Las serin-proteasas son hidrolasas que tienen
en su centro activo un residuo de serina y degradan enlaces peptidicos, y han sido
implicadas en el metabolismo y formacion del apresorio en M. griseae (Donofrio et al.,

2006); mientras que las metaloproteasas utilizan un cation divalente, generalmente zinc,
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para activar una molécula de agua y degradar los enlaces peptidicos mediante hidrolisis y
se asocian a la degradacion de tejido en hongos patogenos (Jongeneel et al., 1989; Staats et

al., 2013).

Se ha descrito la funcién de algunas hidrofobinas y proteinas con dominio CFEM como
efectores, durante la interaccién de los patdgenos con sus hospederos. Los efectores con
dominio CFEM (por sus siglas en inglés, Common in Fungal Extracellular Membranes)
tienen un dominio formado por 8 residuos de cisteinas y algunos de estos efectores parecen
tener papeles importantes en la patogénesis de los hongos (Kulkarni et al., 2003), tal es el
caso de la proteina Pth11lp de M. griseae que es necesaria para la formacion del apresorio
en el proceso infectivo de plantas de cebada (DeZwaan et al., 1999). Las hidrofobinas, al
igual que las proteinas con dominio CFEM, tienen 8 residuos de cisteinas, pero difieren en
el espacio entre estos residuos y el patron en que estan distribuidas las cisteinas. Estas
proteinas participan principalmente en la adhesion celular de las hifas a superficies
(Kulkarni et al., 2003), como la hidrofobina Pghl de Phlebiopsis gigantea que incrementa
su sintesis durante la interaccion parasitica con Heterobasidion annosum (Mgbeahuruike et

al., 2012).

En tomate se ha reportado la tioredoxina CITRX funcionando como efector; ésta regula
negativamente la muerte celular y las respuestas de defensa mediadas por la interaccion
Cf9/Avr9 durante la infeccion con Cladosporium fulvum (Rivas et al., 2004). Las
tioredoxinas, se han identificado como posibles efectores en Ustilago maydis durante la
interaccion planta-patdégeno (Mdller et al., 2008), o en interacciones micoparasiticas, como

es el caso de Pythium oligandrum (Horner et al., 2012).
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Existen otros efectores a los que se les denomina Avr, o proteinas de avirulencia, como el
caso se las proteinas Avr de Phytophthora spp. Avrlb de P. sojae suprime la respuesta de
muerte celular en la planta, manteniendo la viabilidad de las células para favorecer la

infeccion (Dou et al., 2008).

Otro tipo de efectores, como el efector MiSSP7 de L. bicolor (Plett et al., 2011) o el efector
SP7 de Glomus intrarradices (Kloppholz et al., 2011) tienen la capaciad de entrar al nucleo
de la célula del hospedero, y de esta forma alterar directamente la transcripcion de genes
que participan en el desarrollo de la raiz, favoreciendo la colonizacion y el establecimiento

de la interaccion.

En cuanto a la participacion de efectores en interacciones micoparasiticas, hay muy poca
evidencia al respecto. Horner y col. (Horner et al., 2012) identificaron una serie de posibles
efectores del agente biocontrolador Pythium oligandrum, expresados durante la interaccion
con el fitopatigeno P. infestans, sugiriendo que los efectores también pudieran participar en

interacciones micoparasiticas.

Como se puede notar, las funciones de los efectores son muy diversas y dependen del tipo
de efector de que se trate; éstos pueden actuar de manera general o puntual en el hospedero,
alterando su respuesta de defensa, y facilitando de esta forma la infeccién y el

establecimiento del patdgeno.

Identificacion de posibles efectores en los sistemas patogenicos.
Dada la importancia de la participacion de los efectores en el establecimiento de

interacciones patogénicas, se ha hecho relevante la identificacion de estas moléculas en los

organismos patégenos mas estudiados, haciendo uso de herramientas bioinformaticas y
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andlisis in silico (Ellis et al., 2009; Guyon et al., 2014; Rafigi et al., 2013). Estas
herramientas toman en cuenta caracteristicas frecuentes de los efectores ya caracterizados,
tales como la presencia de un péptido sefial para ser secretados, tamafio generalmente
pequefio (menor a 300 o 400 aminoacidos), regiones ricas en cisteinas, presencia de
dominio de translocacidn, entre otras (Guyon et al., 2014; Rafiqgi et al., 2013). En el hongo
fitopatogeno Sclerotinia sclerotiorum se identificaron 78 genes que codifican para posibles
efectores, empleando herramientas bioinforméaticas y tomando en cuenta caracteristicas
como anotacion del secretoma, filogenia, seleccion y duplicacion de genes y prediccion

tridimensional de la estructura de las proteinas (Guyon et al., 2014).

El uso de herramientas bioinformaticas y de analisis in silico no sélo han permitido
distinguir a los efectores segun sus funciones predichas (Guyon et al., 2014; Rafiqgi et al.,
2013), sino que en algunos casos, estas funciones han podido ser corroboradas de manera
experimental, como el efector Mg3LysM, que fue identificado haciendo un analisis del
genoma de Mycosphaerella graminicola, para después determinar su participacion como

efector durante la interaccion con plantas de tomate (Marshall et al., 2011).

Efectores y su participacion en interacciones benéficas planta—
microorganismo.
La mayoria de los estudios sobre moléculas tipo efector han sido enfocados a sistemas

planta-patdgeno. Sin embargo, las plantas son capaces de establecer interacciones benéficas
con diversos microorganismos en el suelo, siendo importantes incluso, para el correcto
desarrollo de diversas especies vegetales (Druzhinina et al., 2011; Harman, 2011) . Se
conoce poco aun sobre los mecanismos moleculares que permiten el establecimiento de

interacciones benéficas con plantas, sin embargo, se han descrito proteinas tipo efector que
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participan en el establecimiento de este tipo de interacciones. Se ha descrito que las
leguminosas como Medicago spp. responden a factores de nodulacion de Sinorhizobium
meliloti, favoreciendo el establecimiento de la simbiosis entre estos dos organismos (Liang
et al., 2013). En el caso de la simbiosis entre plantas del género Populus con el hongo
Laccaria bicolor, participa la proteina MiSSP7, la cual entra al ndcleo de las células
vegetales y evita la degradacion de proteinas JAZ. Estas proteinas funcionan como
represores de la transcripcion de genes que responden a JA, de esta manera atenla la
respuesta de defensa de la planta y permite el desarrollo de la micorriza (Plett et al., 2011,
2014a). De manera similar funciona la proteina SP7 de Glomus intraradices, ésta entra al
nacleo de la célula vegetal y altera la transcripcion, contribuyendo al desarrollo de la

relacion simbidtica con Medicago truncatula (Kloppholz et al., 2011).

En interacciones benéficas se ha demostrado que el estatus fisioldgico de la planta puede
afectar también el establecimiento de las interacciones, puesto que se ha visto que en
circunstancias en que la respuesta de defensa de la planta pudiera encontrarse sobre
activada, se reduce el establecimiento de estas interacciones. Esto fue demostrado al inducir
de forma exdgena la via de defensa mediada por etileno, reduciendo de esta manera la
formacién de la red de Hartig, proceso fundamental en el establecimiento de la simbiosis L.
bicolor — Populus (Plett et al., 2014b). Al parecer, es importante que exista una modulacién
entre la activacion y represion de las vias de sefializacion en la planta, de forma tal que no

afecte el crecimiento del simbionte en el interior, pero que tampoco afecte a la planta.

Trichoderma spp. en interaccion benéfica con plantas.
Entre los organismos que son capaces de establecer interacciones benéficas con plantas, se

encuentran varias especies de hongos del género Trichoderma. Se trata de hongos
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filamentosos, pertenecientes al phylum Ascomycota, con un estilo de vida considerado
como saproéfito y oportunista, pues se les puede encontrar en sustratos como suelo, madera,
cortezas, entre otros (Druzhinina et al., 2011).Varias especies de este género han sido
estudiadas ampliamente debido a su uso industrial, por su capacidad de secretar enzimas,
particularmente T. reseei (Saloheimo et al., 2004); y por su actividad micoparasitica, como
las especies T. atroviride y T. virens, por lo que son utilizadas como agentes de control
bioldgico sobre hongos patdgenos de plantas (Benitez et al., 2004; Harman, 2011; Shoresh

etal., 2010).

Se han reportado distintos efectos benéficos en plantas en interaccion con Trichoderma,
entre ellos promocidén del crecimiento y desarrollo en cultivos de maiz (Harman, 2011) y
aumento de la biomasa y el crecimiento radicular en plantulas de Arabidopsis thaliana
(Contreras-Cornejo et al., 2009; Salas-marina et al., 2011; Tucci et al., 2011). Se ha
reportado también que plantas de A. thaliana creciendo en una atmosfera compartida con T.
viride presentan mayor crecimiento de raices laterales debido a la liberacion de compuestos

organicos volatiles de este hongo (Hung et al., 2013).

Los estudios indican que Trichoderma produce compuestos tipo auxina (acido 3—indol
acético, indol-3-acetaldehido e indol-3-etanol) y que su presencia podria ser la
responsable de promover el crecimiento vegetal. (Contreras-Cornejo et al., 2009; Salas-
marina et al., 2011). Es probable que moléculas tipo efector de Trichoderma participen en
modificar los contenidos de esta fitohormona en la planta, se sabe que algunos efectores
como AvrRpt2 de Pseudomonas syringae (Kazan et al., 2009) o 19C07 de Heterodera
schachtii (Lee et al., 2011) son capaces de promover la sintesis y el flujo de auxinas en

plantas de Arabidopsis.
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Adicionalmente, en plantas co-cultivadas con Trichoderma, se ha observado un aumento en
la concentracion de fitoalexinas (Yedidia et al., 2003) como la camalexina, y de
fitohormonas como acido jasmonico y acido salicilico, contribuyendo a la proteccion de la
planta contra el ataque de patégenos como Botrytis cinerea y Pseudomonas syringae

(Salas-marina et al., 2011; Velazquez-Robledo et al., 2011)

En general se conoce muy poco en relacion al mecanismo mediante el cual Trichoderma
puede establecerse como endéfito en una interaccion benéfica con las plantas; se ha
planteado la posibilidad de que sea a través del empleo de moléculas tipo efector, como el
establecimiento de simbiosis como las micorrizas (Plett et al., 2011, 2014b) o la interaccion

benéfica con rizobacterias (Liang et al., 2013).

Se sabe también que, para el caso de T. harzianum, la via de defensa vegetal mediada por
acido salicilico regula la entrada y colonizacion de este hongo en plantas de A. thaliana
donde, en plantas deficientes en el gen sid2 que no producen esta fitohormona, T.
harzianum es capaz de colonizar el tejido vascular, asi como las partes aéreas, afectando la

supervivencia de la planta (Alonso-Ramirez et al., 2014).

Presencia de Efectores en Trichoderma spp.
En Trichoderma spp. se han identificado algunas moléculas tipo efector, uno de los mejor

caracterizados es Sm1 de T. virens (Epll en T. atroviride), se trata de una cerato platanina
capaz de inducir la produccion de especies reactivas de oxigeno y la expresion de genes
relacionados con la respuesta al patdgeno, en plantas de algodén y maiz (Djonovic et al.,
2007; Seidl et al., 2006). TasSWO de T. asperellum, estimula el sistema de defensa en
plantas de pepino y proporciona proteccion contra B. cinerea y P. syringae, ademés de

facilitar la colonizacién de las raices de pepino (Brotman et al., 2008); el gen que codifica
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para la hidrofobina Tashydl de T. asperellum incrementa su expresion durante la
interaccion con pepino (Viterbo & Chet, 2006), y la sobre expresion del gen que codifica
para la serin-proteasa Tvspl de Trichoderma virens mejora la proteccion de semillas de

algodon contra Rhizoctonia solani (Pozo & Azcdn-Aguilar, 2007).

Ademas de los efectores mencionados, se sabe también que metabolitos secundarios de
distintas especies de Trichoderma tales como los peptaiboles (péptidos pequefios, de origen
no ribosomal) el harzianolide y la 6-pentil-a-pirona, entre otros, igualmente presentan
actividades relacionadas con la activacion de las respuestas de defensa vegetal (Hermosa et

al., 2012; Mukherjee et al., 2013).

Es importante identificar y estudiar otros posibles efectores en hongos del género
Trichoderma que participen en el establecimiento de interacciones benéficas, que nos
ayuden a entender el mecanismo por el cual el hongo puede permanecer en la planta sin
generar un proceso patogénico. La disponibilidad de procesos bioinformaticos y la
informacion obtenida a partir de la secuenciacion de genomas representan herramientas
sumamente Utiles para este fin. Actualmente estan disponibles los genomas de 7 especies
del género Trichoderma, entre ellos T. reesei, T. atroviride, T. virens, T. harzianum y T.

asperellum (‘JGI Fungi Portal - Home’, n.d.; Kubicek et al., 2011; Mukherjee et al., 2013).

En lo que se refiere a la identificacion de efectores de Trichoderma, en el grupo de trabajo
se elabor6 una lista de secuencias de genes que codifican para posibles efectores,
empleando distintas herramientas bioinformaticas que permitieron buscar dentro de los
genomas de T. virens y de T. atroviride, e identificar genes con caracteristicas comunes a

efectores, como la presencia de péptido sefial de secrecién, de dominio de translocacién
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RXLR o similar a éste y secuencias correspondientes a proteinas pequefias secretadas ricas
en cisteinas, ademéas de identificar secuencias homologas a efectores reportados
previamente en otros sistemas. Esta lista agrupa las secuencias que codifican para posibles
efectores en Trichoderma principalmente de acuerdo a su funcidn predicha, en por lo
menos 7 categorias: (1) secuencias con dominio LysM; (11) secuencias con dominio CFEM;
(1) hidrofobinas; (IV) proteasas; (V) cerato plataninas; (V1) metaloproteasas y (VII)

tioredoxinas (Guzméan-Guzmén et al., articulo sometido).

Como se ha descrito en trabajos para otros sistemas bioldgicos, no s6lo es necesario
identificar secuencias que codifiquen para posibles efectores dentro de los genomas, sino
determinar su participacion en el establecimiento de las interacciones, de tal forma que
ayuden a elucidar los mecanismos mediante los cuales organismos como Trichoderma spp.

son capaces de establecer interacciones benéficas con las plantas.
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JUSTIFICACION

Los efectores han sido estudiados mas ampliamente en los sistemas patogénicos, donde
juegan un papel relevante en el establecimiento de interacciones perjudiciales facilitando al
patdgeno establecerse e infectar a su hospedero, modulando la estructura y funcion celular
de éste. Sin embargo, hay evidencia de que en interacciones benéficas de plantas con
diversos microorganismos participan moléculas tipo efector que favorecen la simbiosis,
pero se conoce poco sobre los mecanismos que permiten establecer este tipo de

interacciones.

Algunas especies de Trichoderma son capaces de establecer interacciones benéficas con
plantas, favoreciendo su crecimiento y desarrollo, activando las respuestas de defensa y
proporcionando proteccion contra diversos organismos fitopatdgenos. Se propone que las
moléculas tipo efector podrian ser elementos clave en el establecimiento de la interaccion
planta—Trichoderma siendo necesario identificarlas y determinar su participacion en este

proceso.
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OBJETIVO GENERAL.

Determinar la participacion de moléculas tipo efector de T. virens y T. atroviride en el
establecimiento de su interaccion benéfica con plantas de Arabidopsis thaliana,

desencadenando la activacion de respuestas de defensa en la planta.

OBJETIVOS PARTICULARES.

OBJETIVO 1: Verificar la actividad transcripcional de miembros de las 7 familias de

efectores en interaccion con Arabidopsis thaliana.

OBJETIVO 2: Seleccionar al menos 5 posibles efectores con base en el patron de expresion
identificado, para determinar el nivel de expresion durante la interaccion Trichoderma —

Arabidopsis.

OBJETIVO 3: Determinar la capacidad de las posibles moléculas tipo efector para entrar en

las células vegetales.

OBJETIVO 4: Determinar la funcion de al menos un candidato a efector en los procesos de
activacion de mecanismos de defensa, en la promocion del crecimiento en las plantas y en

la proteccidn contra el fitopatdgeno Botrytis cinerea.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccidn de secuencias que codifican para posibles moléculas tipo efector
de T. virensy T. atroviride.
En el grupo de trabajo, se identificaron 233 secuencias de genes que codifican para posibles

efectores (Guzman-Guzman et al, articulo sometido) para T. atroviride y T. virens. Esta fue
obtenida empleando herramientas bioinformaéticas y con apoyo de datos bibliogréaficos
sobre efectores validados experimentalmente, se realizd una bdsqueda de homologos a
éstos en los secretomas predichos de Trichoderma. Adicionalmente, se busco que tuvieran
el motivo de translocacion RXLR, o uno similar a éste (RXXX, XXLR, XXXR, XXLX,
RXLX); de todos los candidatos 101 mostraron este tipo de dominio. Los candidatos fueron
agrupados en 7 familias, dependiendo de los dominios encontrados, utilizando la base de
datos Pfam, correspondientes a 1) repetidos de LysM, 2) tioredoxinas, 3) proteinas con el
dominio CFEM, 4) cerato plataninas, 5) serin proteasas, 6) Hidrofobinas y 7)

metaloproteasas.

De la lista de posibles efectores de Trichoderma se escogieron 16 secuencias, tomando
como principales criterios de seleccion que fueran representantes de cada una de las siete

familias y que presentaran el motivo de translocacion RXLR o uno similar a éste.

Material vegetal.
En este trabajo se emplearon semillas de A. thaliana ecotipo Col 0 (A. thaliana Wt) y las

lineas marcadoras de A. thaliana pLox2:uidA, pPR1:uidA, pBA3:uidA y pDR5:uidA. Las
semillas de las lineas marcadoras se seleccionaron en cajas de Petri con medio MS 1X
suplementado con kanamicina para asegurar que fueran homocigotas para el gen reportero

uidA que codifica para la B-D-glucuronidasa. En estas lineas marcadoras, el gen reportero
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esta fusionado a promotores que responden a jasmonatos (pLox2), acido salicilico (pPR1) y
auxinas (pBA3 y pDR5), por lo que se utilizan frecuentemente para observar las respuestas
de defensa de A. thaliana en interacciones con otros organismos (Contreras-Cornejo et al.,

2009; Velazquez-Robledo et al., 2011).

Las semillas de soya (Glycine max) utilizadas en este trabajo se compraron en el mercado

de Zamora, Mich., y se mantuvieron en un lugar seco y sin luz.

Las semillas de tomate (Solanum lycopersicum) que se utilizaron en este trabajo son

semillas comerciales de la marca Germinal, para uso agricola.

Esterilizacion de semillas de A. thaliana.
Se colocaron las semillas de A. thaliana en tubos Eppendorf y se agregaron 500uL de

etanol absoluto grado reactivo, agitando el tubo para lavar las semillas; una vez hecho esto,
se centrifugaron por 20s a 14000rpm (microcentrifuga SIGMA) y se decantd el etanol. Se
repitié el lavado con etanol de 4 a 5 veces, decantando el etanol del ultimo lavado en la
campa de flujo de laminar. Se dejaron abiertos los tubos dentro de la campana hasta que el
etanol se evapord por completo y las semillas estuvieron secas. Las semillas esterilizadas
por este método se utilizaron en el momento o se guardaron para usarse después en los

ensayos de interaccion con Trichoderma.

Esterilizacion de semillas de tomate.
Las semillas de tomate se colocaron en tubos Falcon de 50mL, y se lavaron 5 veces con una

solucién de hipoclorito de sodio al 3%, decantando el liquido cada vez. Se dio un lavado final con

etanol absoluto.
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Cepas fungicas.

En este trabajo se emplearon las cepas silvestres T. virens 29.8 y T. atroviride IMI 206040,
y la cepa con auxotrofia a arginina T. virens 10.4 (Baek & Kenerley, 1998). Se utilizaron
también los grupos de anastomosis AG2 y AG5 del fitopatdgeno R. solani. Cada cepa se
creciod en cajas Petri con agar papa dextrosa por un periodo aproximado de 5 a 7 dias, para
después cosechar las conidias correspondientes y contar en cdmara de Neubauer. La
cosecha de conidias se realiz6 de manera continua, asegurando tener conidias frescas para

cada uno de los ensayos de interaccion con la planta.

Las cepas mutantes nulas y sobreexpresantes obtenidas en este trabajo, se mantuvieron en
medio agar papa dextrosa suplementado con 50 pg/mL de higromicina, y en medio minimo

de Vogel para la mutante nula Atvhydiil.

Ensayos de interaccion A. thaliana — Trichoderma.
Para llevar a cabo los ensayos de interaccién A. thaliana — Trichoderma, en cajas Petri con

medio MS 0.2X se colocaron 10 semillas por caja (A. thaliana Wt, pLox2, pPR1, pDR5 o
pBAZ3), ubicandolas hacia un extremo, y se dejaron vernalizar a 4°C por un periodo de 2 a 3
dias. Después del periodo de vernalizacion, se pasaron las cajas a una camara de
crecimiento para plantas (Growth Chamber modelo PGI-500H MRClab) con ciclos de
luz/oscuridad de 16h/8h y 24°C de temperatura, dejando germinar las semillas por 4 dias,
colocando las cajas con un angulo de inclinacion de aproximadamente 60° para evitar que
las raices se enterraran en el medio. A los 4 dias de germinacion, se inocularon 1x10°
conidias de la cepa correspondiente de Trichoderma, o agua estéril como control,
colocando el indculo a 5¢cm de la punta de la raiz de las plantulas (Contreras-Cornejo et al.,
2009). Se colect6 el micelio y/o las plantulas a los 3, 5 y 7 dias después de la inoculacion.
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Como controles para los ensayos de interaccion se emplearon plantas de A. thaliana
creciendo solas, asi como las cepas correspondientes de Trichoderma en cultivos axénicos.
En los casos en que debia colectarse el micelio, la interaccion se realizd en cajas Petri con
medio MS 0.2X cubierto con papel celofan dulce, esterilizado en autoclave, para facilitar la
colecta del micelio, se tomé Gnicamente 1cm de ancho de la porcidon del frente de la colonia
en crecimiento. Se realizaron 5 experimentos independientes, con 3 réplicas técnicas cada

uno.

El micelio y las plantulas de A. thaliana Wt fueron congelados inmediatamente en

nitrégeno liquido después de la recoleccion y almacenados a -70°C hasta su procesamiento.

Determinacion del efecto de la presencia de Trichoderma sobre el
crecimiento vegetal.

A partir de los experimentos de interaccion ya descritos, se midio la longitud de la raiz
principal de cada plantula a los 3, 5y 7 dias. Los brotes radiculares secundarios para cada
una de las plantulas fueron contados al dia 7 de interaccion. En estas plantulas se determind
el peso fresco del tejido aéreo (sin raices); el tejido se coloco posteriormente en un horno de

secado a 100°C durante 2 dias para obtener el peso seco.

Obtencion de RNA y sintesis de cDNA.
El micelio congelado en nitrogeno liquido se tritur6 dentro de un tubo eppendorf

empleando un pistilo de vidrio. Se siguieron las indicaciones del proveedor del reactivo
TRIzol (Life Technologies) para la extraccion de RNA. Una vez resuspendida la pastilla de
RNA, se cuantific6 en nanodrop y la sintesis de cDNA se realizd siguiendo las

instrucciones del kit para sintesis de cDNA RevertAid H Minus First Strand cDNA
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Synthesis Kit (Thermo Scientific). Las muestras de cDNA se almacenaron a -20°C hasta su

uso.

Andlisis por RT-PCR semicuantitativo.
Se llevaron a cabo reacciones de RT-PCR con Tag DNA polimerasa (Invitrogen, Life

Technologies), utilizando como templado el cDNA sintetizado a partir del RNA del micelio
de las confrontaciones de Trichoderma con A. thaliana. Se disefiaron iniciadores
especificos para cada una de las secuencias seleccionadas de T. virens y de T. atroviride
(ver Apéndice A). Como control para las reacciones se emplearon iniciadores que
amplifican un fragmento del gen que codifica para la gliceraldehido fosfato deshidrogenasa
(gpd), que se expresa de manera constitutiva y, para validar el experimento, se utilizaron
iniciadores que amplifican un fragmento del gen que codifica para el efector Sml de T.
virens y un par de iniciadores para el gen que codifica para el efector Epll de T. atroviride,
los cuales se sabe incrementan su expresion en interaccion con plantas (Djonovi¢ et al.,
2006; Seidl et al., 2006).

Las condiciones de amplificacion fueron como sigue: 95°C de desnaturalizacion por 3 min,
25 ciclos de amplificacion con 95°C de desnaturalizacion por 30s, 60°C de alineamiento
por 30s y 72°C de extension por 1min, y un tiempo final de extension de 5min.

Los productos de las reacciones de RT-PCR se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1%, y se realiz6 un andlisis densitométrico de los niveles de expresion de los
genes seleccionados en confrontacidn con la planta, con el programa ImageJ 1.48V (Wayne
Rasband, National Institute of Health, USA), utilizando el nivel de expresion de gpd para
normalizar los niveles de expresién de los genes seleccionados y después comparar la

expresion de cada gen durante la interaccion de Trichoderma con la planta (condicién de
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interaccidn) contra el nivel de expresion del gen en la condicion control (hongo creciendo

solo).

Analisis por gRT-PCR.
Se realizaron reacciones de gRT-PCR con el reactivo Fast SYBR Green Master Mix

(Applied Biosystems), utilizando como templado el cDNA sintetizado a partir del RNA del
micelio de las confrontaciones de Trichoderma con A. thaliana, y se disefiaron iniciadores
especificos para cada una de las secuencias seleccionadas de T. virens y de T. atroviride
para utilizarse en los ensayos de tiempo real (ver Apéndice A). Como controles se
utilizaron los mismos iniciadores para gpd, sm1 y epll que se usaron en los ensayos de RT-
PCR semicuantitativo. Se analizé 1 réplica bioldgica con 3 réplicas técnicas.

Los datos obtenidos del tiempo real se analizaron por el método AACt, el cual permite
comparar el nivel de expresion de una muestra en una condicion dada (condicion de
interaccion) con respecto de una muestra control (condicion control), normalizando los
datos con respecto a la expresion de un gen endogeno, gpd para este caso. Se utilizo el
programa StepOne Plus (Applied Biosystems) para los anélisis de la expresion por tiempo

real.

Construccion de los casetes de interrupcion para generar mutantes.
Se siguid el protocolo de PCR de doble fusién (Yu et al., 2004), el cual consiste en realizar

3 rondas de PCR para generar una construccion conteniendo los extremos del gen que se va
a interrumpir y de un gen que funciona como marcador de seleccion. Para interrumpir los
genes tatrx2, tacfeml, epl2 y tampl de T. atroviride y el del gen tvlysml de T. virens se
utiliz6 el gen que confiere resistencia a higromicina (hph, higromicina fosfotransferasa).

Para el gen tvhydiil de T. virens se utilizo como marcador de seleccion el gen arg2 que
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codifica para la subunidad pequefia de la carbamoil fosfato sintasa de T. virens, que revierte
la auxotrofia a arginina de la cepa 10.4 de este hongo (Baek & Kenerley, 1998). Las 3
rondas de amplificacion se llevaron a cabo con utilizando High Fidelity PCR Enzyme Mix

(Thermo Scientific ®) y se realizaron como sigue:

PCR 1. Se amplificaron simultdneamente, por separado, el marcador de seleccion, el
extremo 5" y el extremo 3" del gen a interrumpir, para cada uno de los candidatos (Figura
1). Las condiciones de reaccion fueron: 3 min a 94°C, 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 65°C
y 3min de extension a 72°C, con un tiempo final de 10 min a 72°C. Se utiliz6 como
templado el DNA gendmico correspondiente y el vector pUEO8 para amplificar el gen hph
(Esquivel-Naranjo & Herrera-Estrella, 2007), y DNA gendmico de T. virens 29.8 como
templado para amplificar el gen arg2. Los iniciadores que se utilizaron para esta primer
PCR fueron los iniciadores quiméricos, que contienen secuencias complementarias al
marcador de seleccion. Los 3 productos de PCR se purificaron juntos por columna (GeneJet
Gel Extraction Kit; Thermo Scientific), en proporcion 1:3:1 (extremo 5°: marcador:

extremo 3°).
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- Region rio abajo

Figura 1. PCR1. Amplificacion del marcador de seleccion y de los extremos rio arriba y rio abajo de la
secuencia de interés.

PCR 2. Con los productos de la PCR 1 purificados, se realiz6 la segunda reaccion,
utilizando como iniciadores los extremos 5’ y 3’ que tienen secuencias complementarias a
los marcadores hph y arg2, segun fuera el caso (Figura 1; Figura 2). Las condiciones de
reaccion fueron: 3 min a 94°C, 30 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 65°C y 6.5min de extension a
72°C, con un tiempo final de 10min a 72°C. El templado para esta reaccion fueron los

productos de la PCRL1.

Region rio arriba . ---------------------------------------

Figura 2. PCR2. Amplificacion del marcador de seleccidn flanqueado por las regiones rio arriba y rio abajo
de las secuencias de interés.
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PCR 3. En esta ultima reaccion se utilizaron los iniciadores anidados para cada uno de los
genes, con la finalidad de contar con una cantidad suficiente de la construccion para hacer
la interrupcién del gen de interés (Figura 3). Se utilizo como templado 2.5uL de la reaccion
del PCR2, y las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: 3 min a 94°C, 35 ciclos
de 30s a 94°C, 30s a 60°C y 6.5min de extension a 72°C, y un tiempo final de 10min a
72°C. Los productos de la PCR se purificaron por columna (GeneJet Gel Extraction Kit;
Thermo Scientific) y se utilizaron para transformar protoplastos de T. atroviride o de T.
virens10.4.

Regiodn rio arriba Region rio abajo

F HestR
Nest

Figura 3. PCR3. Amplificacion de la construccion que contiene el marcador de seleccién para la interrupcion
de las secuencias seleccionadas.

Construccidn de los vectores para sobreexpresion.
Para sobreexpresar los genes seleccionados, se utiliz el vector pUEO8 que contiene el

promotor constitutivo del gen de la piruvato cinasa (pki) de T. reseei, y el gen hph que
confiere resistencia a higromicina, como marcador de seleccion (Esquivel-Naranjo &
Herrera-Estrella, 2007). Para los genes tatrx2, tacfeml epl2 y tvhydiil, se disefiaron
iniciadores que amplificaran el marco de lectura abierto correspondiente. Al iniciador
derecho se le agreg6 un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion BamHl,
mientras que al iniciador reverso se le agrego un sitio para la enzima Hindlll. Lo anterior se
hizo con la finalidad de insertar el marco de lectura abierto de cada gen, en el sitio de

clonacion maltiple del vector pUEO8 utilizando las enzimas mencionadas.
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Con los iniciadores correspondientes, se amplificaron los marcos de lectura abiertos de los
genes, usando como templado cDNA. Las condiciones de reaccion fueron: 3 min a 94°C,
35 ciclos de 30s a 94°C, 45s a 55°C y 2min de extension a 72°C, con un tiempo final de
10min a 72°C. Las amplificaciones se llevaron a cabo utilizando High Fidelity PCR
Enzyme Mix (Thermo Scientific ®) y se clonaron en el vector de mantenimiento pJET
1.2/blunt (Thermo Scientific ®), como indica el protocolo del fabricante, y se procedi6 a
transformar células quimiocompetentes de E. coli DH5a y se plaquearon en cajas Petri con
medio LB-A (ampicilina 100pg/ml). Mediante PCR en colonia y utilizando los iniciadores
que amplificaban los marcos de lectura abiertos, se corroboré la presencia del inserto en al
menos 3 colonias independientes de transformantes de E. coli resistentes a ampicilina. Se
realizd extraccion de plasmido mediante la técnica de lisis alcalina (Sambrook & Russell,
2001). Se hizo una digestion con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll (Invitrogen,
Life Technologies ®); de los plasmidos obtenidos y del vector pUEO8 se analizaron las
digestiones por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purificaron las bandas
correspondientes a los marcos de lectura abiertos de los genes tatrx2 (1749pb), tacfeml
(536pb) epl2 (450pb), tvhydiil (321pb), asi como el vector pUEQO8 (6100pb), siguiendo el

protocolo del Genelet Gel Extraction Kit (Thermo Scientific ®).

Una vez que se tuvieron los fragmentos y el vector purificados, se realizé una ligacion con
T4 DNA ligasa (Thermo Scientific ®) del vector digerido pUEQ8, con cada uno de los
marcos de lectura abiertos, obteniendo los vectores pUEQ8-tatrx2SE, pUEO8-tacfem1SE,
pUEO08-epl2SE y pUE08-tvhydiilSE. Estas ligaciones se utilizaron para transformar células
qguimiocompetentes de E. coli DH5-a, y mediante PCR en colonia, se seleccionaron por lo

menos 3 clonas positivas resistentes a ampicilina (100ug/mL), para cada uno de los
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vectores. Estos vectores se mandaron secuenciar para asegurar que el marco de lectura
abierto de cada gen fuera correcto. Una vez confirmada la secuencia de los vectores, se
utilizaron para transformar protoplastos de Trichoderma, y obtener las cepas

sobreexpresantes correspondientes.

Construccidn de las fusiones a la proteina rojo fluorescente mCherry.

Para determinar la localizacion de los productos de los genes seleccionados, se fusiond el
marco de lectura abierto de cada gen al marco de lectura abierto de la proteina rojo
fluorescente mCherry (717pb), y se utilizd el vector pUEO8 para su expresion en
Trichoderma (Esquivel-Naranjo & Herrera-Estrella, 2007). Se utilizé el protocolo de PCR
de doble fusion (Yu et al., 2004), como se hizo para generar los casetes de interrupcion
para las mutantes, realizando las 3 rondas de PCR descritas anteriormente. Para amplificar
los marcos de lectura de cada gen se utilizd como templado cDNA de T. atroviride o T.
virens, y para amplificar el marco de lectura de la proteina mCherry se empleé el vector
pRSET-B-mCherry proporcionado por el Dr. Juan Carlos Torres Guzméan. Se disefiaron
iniciadores que amplificaran el marco de lectura abierto de los genes tatrx2, tacfeml y epl2
de T. atroviride y el del gen tvhydiil de T. virens, asi como el de la proteina mCherry, e
iniciadores quiméricos que contuvieran secuencias complementarias a mCherry (Figura 4).
Para amplificar la construccion completa (PCR 3, Figura 3), se utilizaron los iniciadores F y
Cherry R, como se muestra en la Figura 4, los cuales tienen sitios de reconocimiento para

las enzimas de restriccion BamHI y HindlIl, respectivamente.
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Figura 4. Amplificacion del marco de lectura abierto de los genes seleccionados y de la proteina rojo
fluorescente mCherry.

El producto de la PCR 3 se clond en el vector de mantenimiento pJET 1.2/blunt (Thermo
Scientific ®), como indica el protocolo del fabricante, y se transformaron células
quimiocompetentes de E. coli DH5a. Se plaquearon en cajas Petri con medio LB-A
(ampicilina 100pg/mL) y mediante un PCR en colonia se corrobord la presencia del inserto
en al menos 3 colonias independientes de transformantes de E. coli resistentes a ampicilina.
Se hizo extraccion de plasmido mediante la técnica de lisis alcalina (Sambrook & Russell,
2001), para después realizar una digestion con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll
de los plasmidos obtenidos y del vector pUEQ8, se analizaron las digestiones por
electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purificaron las bandas correspondientes a las
construcciones de los genes tatrx2 (2208pb), tacfeml (990pb) epl2 (1158pb), tvhydiil
(1029pb), asi como el vector pUEO8 (6100pb), siguiendo el protocolo del Genelet Gel

Extraction Kit (Thermo Scientific ®).

Con los fragmentos y el vector purificados, se realizd una ligacion con T4 DNA ligasa
(Thermo Scientific ®) del vector digerido pUEO8, con cada una de las construcciones,
obteniendo los vectores pUEO08-tatrx2Cherry, pUE08-tacfem1Cherry, pUEO8-epl2Cherry y
pUEO8-tvhydiilCherry. Estas ligaciones se utilizaron para transformar células
quimiocompetentes de E. coli DH5-a, y mediante PCR en colonia, se seleccionaron por lo

menos 3 clonas positivas resistentes a ampicilina para cada uno de los vectores. Estos
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vectores se mandaron secuenciar para asegurar que el marco de lectura abierto de la
proteina mCherry estuviera en fase con el marco de lectura abierto de cada gen, y que la
secuencia fuera la correcta en cada caso. Estos vectores se utilizaron para transformar

protoplastos de Trichoderma, y obtener las cepas correspondientes.

Transformacion de protoplastos de Trichoderma.
Se sigui6 el protocolo descrito por Castellanos y col. (Castellanos et al., 2010) para la

obtencién de protoplastos. Para obtener las germinulas, en 100mL de medio PDB (Difco)
se inocularon 1x10° conidias/mL de T. virens o T. atroviride y se incubaron a 28°C de 14 a

16h.

Para preparar los protoplastos se sigui6 todo el protocolo bajo condiciones de esterilidad. El
micelio se filtr6 en embudos de cono de tela y se lavd con 100mL de agua destilada. En una
caja Petri previamente pesada, se colocaron 0.2 — 0.5g de micelio. Se agregaron 10-
15mg/mL de extracto enzimatico de Trichoderma (Glucanex) a 5SmL de solucién osmotica
(CaClz 50mM, Manitol 0.5M, MES 50mM, pH5.5) y se esterilizd por filtracion (membrana
Millipore de 0.45um) en un tubo Corning de SOmL. A esta solucion enzimatica se le agrego
el micelio de Trichoderma y se mezcld en vortex hasta obtener una suspensién homogeénea.
El tubo se coloc6 en un agitador orbital a 100rpm, durante 2-3h y la formacién de
protoplastos se fue monitoreando cada hora, mediante observaciones de pequefias muestras

al microscopio.

Para recuperar los protoplastos, la suspensién se filtro utilizando filtros miracloth (150 y
100pum), y se lavaron con 2mL de solucion osmotica. El filtrado se distribuyd
equitativamente en tubos eppendorf y se centrifugaron a 8000rpm por 10min (centrifuga

SIGMA). Se desechd el sobrenadante y las pastillas se resuspendieron en un volumen
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minimo de solucion osmotica (10uL). Luego se cuantificaron los protoplastos en cdmara de

Neubauer, esperando una cuenta del orden 1.0x107- 1.0x108 protoplastos/mL.

Para llevar a cabo la transformacion, se prepararon dos reacciones: una reaccién para
transformar los protoplastos y una reaccion control. En la reaccion de transformacion se
mezclaron 250pul de protoplastos con 60uL de solucidon osmdtica conteniendo la
construccion del PCR 3 o del vector de transformacion correspondiente (10 a 20ug), en la
reaccion control se mezclaron 250uL de protoplastos s6lo con 60uL de solucién osmotica.
Las reacciones se incubaron 20min en hielo y se agregé un volumen igual al de las
reacciones de polietilenglicol (PEG) 8000 al 40%, previamente incubado a 42°C; se
mezclaron los tubos suavemente por inversién. Se incubaron las reacciones 30min a

temperatura ambiente.

Para finalizar, los protoplastos se mezclaron con 10mL de agar PDA suave con
higromicina, 100pug/mL y se dispersaron en 2 placas de Petri con medio PDA selectivo. La
mitad de la reaccion control se coloco en 5mL de agar suave sin antibiotico y se dispersé en
1 caja de Petri con medio PDA selectivo sin antibidtico, siendo esta caja el control positivo
de regeneracién. Mientras que la otra mitad de la reaccion control se coloc6 en 5SmL de agar
suave con antibiotico y se dispersd en 1 caja de Petri con medio selectivo, con antibiético,
esta caja fue el control negativo del proceso de transformacion. Para la transformacion de T.
virens10.4, se siguieron los pasos ya descritos, s6lo que, en lugar de utilizar PDA para
preparar los medios selectivos y el agar suave, se utiliz6 medio minimo Vogel. Las colonias
transfomantes se recuperaron de la placa a Iso xx dias y se pasaron a una placa

independiente con PDR higromicina
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Verificacion de las transformantes.
Se realiz6 extraccion de DNA gendémico (Raeder & Broda, 1985) empelando un buffer a

base de urea (Buffer urea: urea 42%, NaCl 0.3M, EDTA 0.02M, Tris-HCI pH 8 0.05M),
para cada una de las transformantes obtenidas de Trichoderma. En el caso de las cepas
mutantes, para verificar si la construccion con el marcador de seleccion se habia
recombinado en el locus correcto, se disefaron iniciadores ubicados en los extremos 5° y 3’
del gen, que no estuvieran contenidos en la construccion e iniciadores contenidos en el
marco de lectura abierto del marcador de seleccion (Figura 5B). Como control negativo de
la insercidn en el sitio deseado, se utilizd un iniciador en el extremo 5° del gen, ubicado
fuera de la construccion y un iniciador contenido en el marco de lectura abierto del gen a
interrumpir, asi como un iniciador hacia el extremo 3’ del gen y un iniciador ubicado dentro
del marco de lectura abierto del gen a interrumpir (Figura 5A). Con estos iniciadores y
empleando como templado el DNA de las transformantes y el DNA de las cepas silvestres
como control, se realizaron reacciones de PCR (Taq DNA Polimerasa, Invitrogen, Life
Technologies) con las siguientes condiciones de reaccion: 3 min a 95°C, 35 ciclos de 30s a
95°C, 30s a 65°C y 3min de extension a 72°C, y un tiempo final de 10min a 72°C. Los
productos de las PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%. Para las
posibles transformantes que integraron la construccion en el locus correcto se realizaron

cuatro pases monosporicos.

37



Ext R
—

A Region rio arriba Region rio abajo -
Ext R

——

B Region rio arriba Region rio abajo -

Fragmento Externo 5’ Fragmento Externo 3’

Figura 5. Ubicacién de los iniciadores disefiados para verificar la integracion de la construccién con el
marcador de seleccion en el locus correcto. En el DNA de una cepa que integré la construccion de manera
ectopica (A), los iniciadores ExtF — AS y ExtR — S1 amplifican regiones de mayor tamafio que los productos
de amplificacion de los iniciadores ExtF — Ms-ExtR y ExtR — Ms-ExtF en el DNA de una cepa que si integrd
la construccion en el locus deseado (B).

En el caso de las transformantes de Trichoderma obtenidas para sobre expresar cada gen, se
seleccionaron 2 transformantes independientes, resistentes a higromicina (100pg/mL), y se
realizaron tres pases monosporicos para cada una. Al término de los pases, se extrajo RNA
de micelio creciendo activamente, para realizar sintesis de cDNA, y mediante RT-PCR,

confirmar la sobreproduccion de los mensajeros de cada uno de los genes seleccionados.

Para las transformantes de Trichoderma con la fusion a la proteina mCherry, se
seleccionaron 2 transformantes independientes, resistentes a higromicina (100ug/mL), para
cada una de las fusiones. Después de tres pases monospdricos para cada una, se extrajo
RNA de micelio creciendo activamente, para posteriormente sintetizar cDNA y verificar

mediante RT-PCR, la expresion del mensajero de la proteina mCherry.
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Construccion de las fusiones de los dominios de translocacion de las
secuencias seleccionadas al gen reportero gfp.

El vector pAvrlb-GFP, donado por el Dr. Brett Tyler, se utilizd para generar las
construcciones con los dominios de translocacion de las secuencias seleccionadas y el gen
codificante para la proteina verde fluorescente (GFP). Este vector tiene el dominio de
translocacion del efector Avrlb de Phytophthora sojae fusionado en fase al gen gfp, una
etiqueta de histidinas (His) para la purificacién de la proteina en columnas de niquel y una
etiqueta de hemaglutinina (HA) ubicada entre el dominio de translocacion y el marco de
lectura abierto de GFP, ademaés del promotor inducible por IPTG del gen que codifica para
la RNA polimerasa del fago T7 (Dou et al., 2008). Para los genes analizados por RT-PCR
en tiempo real se disefiaron iniciadores para amplificar un fragmento de entre 180 y 300pb
después del sitio de corte del péptido sefial de secrecion, tomando en consideracion la
ubicacién del dominio de translocacién RXLR o similar a éste para las secuencias de los
genes tvlysm1l, epl2 y tvhydiil, y para amplificar el marco de lectura abierto completo del
gen tacfeml1. También se disefiaron iniciadores para amplificar un fragmento de 273pb del
gen de actina de T. atroviride, que no codificara para alguna secuencia de aminoacidos
RXLR o similares a éste, con el objetivo de tener un control negativo para los ensayos de
entrada de la proteina a las raices de soya; a este fragmento se le llamo6 “Neg”. El iniciador
sentido se disefid con un sitio de restriccion para la enzima Bglll, mientras que para el
iniciador antisentido, dada la ubicacion de la etiqueta de HA en el vector y la poca
disponibilidad de sitios de restriccion para llevar a cabo la construccion deseada, en 5’ se
disefio con la secuencia gacgtcatatggata, que corresponde a una parte de la etiqueta de HA 'y

al sitio de restriccion para la enzima Aatll (parte subrayada), de esta forma no se perdia la
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etiqueta de HA al momento de hacer la construccion con los dominios de translocacion de

las secuencias de Trichoderma, ni el marco de lectura abierto de GFP (ver Apéndice B).

Con los iniciadores correspondientes, se amplificaron los fragmentos de los dominios de
translocacion de las secuencias seleccionadas, utilizando la enzima Pfu DNA
Polymerase(Fermentas); y se clonaron en el vector de mantenimiento pJET 1.2/blunt
(Thermo Scientific), como indica el protocolo del fabricante, y se procedio6 a transformar
celulas electrocompetentes de E. coli DHS5a y se plaquearon en cajas Petri con medio LB-A
(ampicilina 100pg/ml). Para el gen tacfeml se utiliz el vector de mantenimiento pCRII-
TOPO (Life Technologies) debido a que con el vector pJET 1.2/blunt hubo dificultades
posteriores para liberar y purificar el fragmento deseado. Mediante PCR en colonia y
utilizando los iniciadores que amplifican los fragmentos correspondientes a los dominios de
translocacion, se corrobord la presencia del inserto en al menos 3 colonias independientes
de transformantes de E. coli resistentes a ampicilina. Se realizd extraccién de plasmido
mediante la técnica de lisis alcalina (Sambrook & Russell, 2001). Se hizo una digestion con
las enzimas de restriccion Aatll (Thermo Scientific) y Bglll (Fermentas) de los plasmidos
obtenidos y del vector pAvrlb-GFP, se analizaron las digestiones por electroforesis en gel
de agarosa al 1% vy se purificaron las bandas correspondientes a los dominios de
translocacion de tvlysml (222pb), epl2 (213pb), tvhydiil (192pb), y el marco de lectura
abierto de tacfem1 (288pb), asi como el vector pAvrlb-GFP (~4500pb) que libero la region
correspondiente al dominio de translocacion de Avrlb al ser digerido con Bglll y Aatll, y el
fragmento Neg (273pb), siguiendo el protocolo del Genelet Gel Extraction Kit (Thermo

Scientific).
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Una vez que se tuvieron los fragmentos y el vector purificados, se realizé una ligacion con
T4 DNA ligasa (Thermo Scientific) del vector digerido pAvrlb-GFP, con cada uno de los
dominios de translocacion, el gen completo y el fragmento Neg, obteniendo los vectores
pTvlysml1-GFP, pTacfeml-GFP, pEpl2-GFP, pTvhydiil-GFP y pNeg-GFP. Estas
ligaciones se utilizaron para transformar células quimiocompetentes de E. coli BL21 C43
(DEZJ), esta cepa tiene el gen que codifica para la RNA polimerasa del fago T7, lo cual la
hace ideal para la expresion del vector que contiene GFP. Se verificaron al menos 3
colonias independientes de transformantes de E. coli resistentes a ampicilina/cloranfenicol
(100pg/ml / 35pg/ml) mediante PCR en colonia, para asegurar la presencia del inserto
correcto en la ligacion. Se realizé extraccion de plasmido de al menos 2 colonias positivas
para cada construccion y se mandaron secuenciar para asegurar que el inserto hubiera
quedado en fase y que el marco de lectura abierto de GFP y la secuencia de los dominios de

translocacién no estuvieran alterados.

Purificacion de las proteinas quiméricas efector-gfp.
Para esta parte se siguieron los protocolos de induccién y purificacion de proteinas

reportados por Dou y col. (Dou et al., 2008) y Gu y col. (Gu et al., 2011) modificando las
condiciones de induccion de las proteinas (0.05mM de IPTG, 20h de incubacion a 37°C).
Se prepararon preinoculos de las clonas de E. coli BL21 C43 (DE3) transformadas con los
vectores pTvlysml1l-GFP, pTacfeml-GFP, pEpl2-GFP, pTvhydiil-GFP, pNeg-GFP vy
pAvrlb-GFP en 25 ml de medio LB con cloranfenicol (35 pg/ml) y ampicilina (100 pg/ml),
se incubaron a 37°C toda la noche. Al dia siguiente se inocularon 500ml de medio LB con
2.5ml de cada preinoculo y se incubaron a 37°C hasta alcanzar una densidad Optica de 0.4 —

0.5 a 600nm. Una vez alcanzada esta densidad Optica, se indujeron los cultivos con
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0.05mM de IPTG, dejando un cultivo sin inducir como control, y se incubaron 20h a 37°C.
Se centrifugaron los cultivos a 13000 rpm por 30 minutos (centrifuga SIGMA). Se desechd
el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en buffer de lisis (NaH2PO4 50mM, NaCl
300mM, Imidazol 10mM, EDTA 50mM y DTT 100mM), calculando tener un volumen
correspondiente al cuadruple del volumen de la pastilla; se agregd lisozima a una
concentracion final de 10mg/ml y se incub6 por 30min a 4°C. Se utilizé un sonicador para
romper las células con 4 ciclos de 10s. Se centrifugaron las muestras a 13000rpm por 30
minutos (centrifuga SIGMA). Se separaron los sobrenadantes y las pastillas y se cuantifico
la cantidad de proteina presente en las muestras por el ensayo colorimétrico de Lowry
(Lowry et al., 1951). Una vez cuantificadas las muestras, se analizaron en geles de SDS-
PAGE para verificar la induccion en la sintesis de las proteinas deseadas, en cada pozo se

cargd la misma cantidad de proteina total (80pg).

Para purificar las proteinas se prepar6 una columna con 3ml de resina Ni-NTA (Quiagen) y
se equilibré con 15ml de buffer de lisis. Se agreg6 el homogenado a la columna, hasta que
entrara en la resina y se colectaron fracciones de aproximadamente 1ml en tubos eppendorf.
Se agrego a la columna buffer de lavado (NaH2PO,; 50mM, NaCl 300mM, Imidazol 20mM)
y se colectaron las fracciones correspondientes de 1ml. Al final se hizo pasar el buffer de
elucion (NaH2PO4 50mM, NaCl 300mM, Imidazol 250mM) por la columna y se colectaron
las ultimas fracciones de 1ml. Las fracciones obtenidas se analizaron en geles de SDS-
PAGE al 12%, para determinar las fracciones en que se encontraban las proteinas de
interés. Las fracciones ya purificadas, se concentraron en un evaporador Savant y se
resuspendieron en buffer MES 25mM, pH 5.8, se cuantificaron nuevamente por el método

de Lowry y se almacenaron a 4°C hasta su uso.
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Ensayos de entrada de las proteinas a raices de soya y plantulas de A.
thaliana.

Para determinar la funcionalidad de los dominios de translocacion presentes en nuestros
candidatos, seguimos el protocolo ya reportado por Gu y col.(Gu et al., 2011). Se
germinaron semillas de soya en vermiculita hidratada, y se vernalizaron por un periodo de 2
dias. Después del periodo de vernalizacion, se colocaron en una cdmara de crecimiento para
plantas (Growth Chamber modelo PGI-500H MRClab) con ciclos de luz/oscuridad de
16h/8h y 24°C de temperatura, dejando germinar las semillas por 4 dias. Las raices se
lavaron con agua destilada, para eliminar restos de la vermiculita y se cortaron
aproximadamente 2cm de la punta de la raiz. La raiz se colocé en un volumen de 100 -
150ul de la solucion conteniendo Img/ml de la proteina de interés, y como control, se
colocd una punta de raiz en buffer MES. Se incubaron las raices toda la noche (12 a 15hr) a
28°C. Pasado el periodo de incubacién las raices se enjuagaron con agua destilada, y se
lavaron por un periodo de 2hr en 75ml de agua destilada, en un agitador orbital a 120rpm.

Las muestras fueron analizadas en el estereomicroscopio (Axio Zoom V16, Zeiss).

Se realizaron también ensayos de entrada de las proteinas quiméricas efector-gfp a raices de
A. thaliana de 12 dias de edad, siguiendo el mismo protocolo que para las raices de soya,

pero en este caso se utilizaron las plantulas completas.

Prueba de hidrofobicidad de las cepas sobreexpresantes y mutantes nulas
del gen tvhydiil.

Para determinar la hidrofobicidad de las cepas sobreexpresantes y mutantes nulas del gen
tvhydiil, se tomaron bocados de igual tamafio de micelio de las cepas silvestre, Atvhydiil

T2.1, Atvhydiil T2.3, tvhydiilOE T2 y tvhydiilOE T5 de T. virens, de 72h de crecimiento.
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Sobre cada bocado se colocd una gota de 20puL de agua destilada, y se observé la

permanencia de la gota sobre el micelio (Crutcher et al, 2015).

Expresion de genes de defensa vegetal en plantas de A. thaliana.

Para determinar la participacion del gen tvhydiil en la induccion del sistema de defensa
vegetal, se realizaron ensayos de interaccion de cada una de las cepas mutantes nulas y
sobreexpresantes del gen tvhydiil de T. virens con la planta A. thaliana, como se describio
anteriormente. A los 7, 9 y 12 dias de confrontacién, se congelaron las plantulas, y se hizo
extraccion de RNA vy sintesis de cDNA. Se realizd un experimento con tres réplicas

técnicas.

Mediante RT-PCR semicuantitativo, se determind la expresion de los genes pad3, sid2,
pr5, prl-b, pdfl.2, jinl y lox2, que participan en la via de defensa mediada por acido
salicilico (sid2, pr5, prl-b), en la via de defensa mediada por acido jasmonico (pdfl.2, jinl,
lox2), y en la biosintesis de la fitoalexina camalexina (pad3). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 3 min a 95°C, 25 ciclos de 30s a 95°C, 30s a 60°C y
30s de extensién a 72°C, y un tiempo final de 1min a 72°C. Todas las amplificaciones se
realizaron con Tag DNA Polimerasa (Invitrogen, Life Technologies ®). Los productos de
PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1%, y el anélisis
densitométrico se realizé utilizando el software ImageJ 1.48V (Wayne Rasband, National
Institute of Health, USA). Como control de amplificacién, y para normalizar la intensidad
de las bandas en el analisis densitométrico, se emplearon iniciadores que amplifican un

fragmento del gen que codifica para actina, actll (Huang et al., 1997).
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Para corroborar lo observado en el analisis semicuantitativo, se realiz6 un anlisis por
tiempo real, para verificar la expresion de los genes pad3, sid2, pr5y prl-b a los 7 dias de
interaccion Unicamente. Se utiliz6 como templado el cDNA sintetizado a partir del RNA
extraido del ensayo de interaccidn, y los resultados se analizaron mediante el método AACt,

Como se menciona anteriormente.

Confrontacion de cepas sobreexpresantes y mutantes nulas del gen tvhydiil
con el fitopatégeno R. solani.

Para determinar la participacion del gen tvhydiil durante el micoparasitismo, se realizaron
confrontaciones de las cepas sobreexpresantes y mutantes nulas con dos grupos de
anastomosis de R. solani, AG2 y AG5. En placas de Petri conteniendo agar papa dextrosa,
se colocaron en extremos opuestos de la caja, un bocado de micelio creciendo activamente
de las cepas de T. virens y del grupo de anastomosis de R. solani correspondiente. Las cajas
se incubaron a 28°C en total oscuridad durante 14 dias. Se tomaron fotografias del frente y

de la parte de debajo de las cajas a los 3, 4, 5, 7, 9, 12 y 14 dias de confrontacion.

Ensayo de colonizacion de raices de tomate.

Para verificar la participacion de la hidrofobina Tvhydiil de T. virens durante la
colonizacion de raices, se colocaron semillas estériles de tomate en frascos conteniendo
vermiculita. Después de 10 dias de germinacidn, se inocularon 1x10° conidias de cada una
de las cepas sobreexpresantes, mutantes nulas y silvestre de T. virens. Pasados 10 dias de la
inoculacion de las conidias, se sacaron las plantas de tomate de los frascos, se separo la raiz

de la parte aérea de cada planta, y las raices se lavaron varias veces con agua destilada para
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eliminar restos de vermiculita y de micelio adherido a la superficie de la raiz. Se extrajo

DNA de las raices de tomate, y se cuantificé utilizando un nanodrop.

Andlisis por PCR semicuantitativo.
Para determinar la presencia de DNA proveniente del hongo en la raiz de tomate, se

utilizaron iniciadores que amplifican un fragmento del gen sm1 de T. virens, y como control
del DNA vegetal se utilizaron iniciadores que amplifican un fragmento del gen apt (900pb)
que codifica para una adenina fosforiltransferasa (Exposito-Rodriguez et al., 2008). Las
condiciones de amplificacion fueron como sigue: 3 min a 95°C, 25 ciclos de 30s a 95°C,
30s a 58°C y 1min de extension a 72°C, y un tiempo final de 2min a 72°C. Los productos
de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1%, y el analisis
densitomeétrico se realizé utilizando el software ImageJ 1.48V (Wayne Rasband, National

Institute of Health, USA).

Anélisis por gPCR.
Para corroborar los resultados el analisis por PCR semicuantitativo, se llevo a cabo un

analisis por tiempo real, utilizando los iniciadores para sml para indicar la presencia de
DNA del hongo, y como control del DNA vegetal se utilizaron iniciadores que amplifican
un fragmento del gen expressed, reportado por Expoésito-Rodriguez y col. (Exposito-
Rodriguez et al., 2008) como una secuencia expresada constitutivamente en tomate. Estos
iniciadores amplifican un fragmento de aproximadamente 300pb, el cual es mas adecuado
para utilizarse en qPCR. Los resultados fueron analizados por el método AACt, como se

describe anteriormente.
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Analisis estadistico.
Se realizd un ANOVA de dos vias con una prueba post hoc de Bonferroni para comparar

los resultados obtenidos de las mediciones de la raiz principal, los valores del andlisis
densitométrico de la expresion de las secuencias por RT-PCR y los valores obtenidos de la
expresion por gRT-PCR, con un valor de significancia p<0.05. Los datos de peso fresco,
peso seco, del nimero de brotes laterales y de colonizacion de raices de tomate se
analizaron con un ANOVA de una via con una prueba post hoc de Bonferroni para

comparar los resultados obtenidos, con un valor de significancia p<0.05

Disefio de iniciadores.
Mediante los programas Primer Quest (Integrated DNA Technologies) y SnapGene (GSL

Biotech, LLC) se disefiaron todos los iniciadores empleados en este trabajo. Para el disefio
de la mayoria de los iniciadores las principales consideraciones que se tomaron en cuenta
fueron: (1) contenido de GC mayor o igual al 50%; (II) longitud de 20 a 24 nucledtidos y
(11) variacion de la temperatura de alineamiento para cada par de iniciadores no mayor a

2°C entre ellos.

Para realizar la interrupcion de cada una de las secuencias de interés, se disefiaron los
juegos de iniciadores que se muestran en la Figura 6 y las secuencias especificas se

muestran en el apéndice A.
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Figura 6. Diagrama de los iniciadores disefiados para generar construcciones para interrumpir los genes
seleccionados mediante PCR de doble unidn.

El par de iniciadores F y R amplifican el marco de lectura abierto de los marcadores de
seleccion (hph o arg2). Para el disefio de los iniciadores MutF, MutR, NestF y NestR se
tuvieron en cuenta las siguientes recomendaciones: (1) se seleccionaron al menos 1500pb
rio arriba y 1500pb rio abajo de la secuencia que se iba a interrumpir; (1) se hizo una
busqueda manual en las regiones rio arriba y rio abajo seleccionadas con buenas
caracteristicas para el disefio de los iniciadores, y se obtuvieron las caracteristicas como
porcentaje de GC y temperatura de alineamiento con el programa Oligo Calc (Kibbe,
2007). Para disefiar los iniciadores quiméricos (QuimF y QuimR) éstos deben incluir una
secuencia de nucledtidos complementaria al locus que se va a eliminar y otra a la secuencia
del marcador de seleccidn. Para el disefio de los iniciadores quiméricos con el marcador de

seleccion hph se usaron las siguientes secuencias:

GATCGACGTTAACTGATATTGAAGGAGCA para el iniciador QuimR vy
CCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAG para el iniciador QuimF. Estas
secuencias corresponden al extremo 5 y 3" del marcador de seleccion hph,
respectivamente. Para el disefio de los iniciadores quiméricos con el marcador de seleccion

arg2 se usaron las siguientes secuencias:
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GACCAAGGAGATTGACGGCGGCGTGGAGACGGT para el iniciador QuimR 'y
TCGAGCCTGTTCCTCTTGTCGGCTTTGCTTAA para el iniciador QuimF. Estas
secuencias corresponden al extremo 5 y 3" del marcador de seleccion arg2,

respectivamente.

Para el iniciador CherryQuimR utilizado en la construccion para fusionar los genes
seleccionados a la proteina rojo fluorescente mCherry, se utilizé la siguiente secuencia:
TACCACTCGTTCCCGCTCCTCCTATTGTAC, que corresponde al extremo 5’ del marco

de lectura abierto del gen que codifica para esta proteina.
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RESULTADOS

Seleccidn de las secuencias.
Con base en la lista de los posibles efectores de Trichoderma (Guzman-Guzman et al.,

articulo sometido), se seleccionaron un total de 16 secuencias, tomando en cuenta que
tuvieran un dominio de translocacion RXLR o similar y que fueran representantes de cada
una de las 7 principales familias en las que esta lista clasifica a los posibles efectores de T.

virens y T. atroviride; los candidatos seleccionados se especifican en la Tabla 1.

CANDIDATOS A EFECTORES DE Trichoderma
- Co’rte. del Ubicacion del
. Dominio de péptido -
Especie Gen ID Longitud translocacion Familia sefial de dominio de
(aa) ., | translocacién
(aa) secrecion (aa)
(aa)
tvlysml 149422 783 RGYR Repetidos LysM 21 66-69
tvlysm?2 28703 440 RGYR Repetidos LysM 21 66-69
tvtrx1 111061 499 HTYK Tioredoxina 21 98-101
T virens tvsepl 230947 879 HALR Serin-proteasas 20 62-65
tvsep2 11141 854 RRLR Serin-proteasas 19 62-65
tvsep3 217176 613 RALR Serin-proteasas 23 33-36
tvhydiil 49849 103 HGLR Hidrofobinas 17 22-25
tvmpl 86763 420 RLWR Metaloproteasas 17 29-32
talysml 291370 443 RGYR Repetidos LysM 24 69-72
tatrx1 161155 340 KNLK Tioredoxina 26 51-54
tatrx2 139062 496 KELK Tioredoxina 21 98-101
T atroviride tacfeml 302587 90 CFEM Con el dominio CFEM 17 No Aplica
epl2 88590 146 RSLR Cerato-platanina 19 31-34
tasepl 321810 885 HALR Serin-proteasas 20 62-65
tasep2 143106 858 RRLR Serin-proteasas 19 62-65
tampl 314331 423 RLWR Metaloproteasas 17 36-39

Tabla 1. Posibles moléculas tipo efector de T. virens y T. atroviride seleccionadas para este estudio.

Como se puede ver en la Tabla 1, los 16 genes seleccionados cubren caracteristicas
comunes a los efectores citoplasmaticos como son: un péptido sefial para secrecion, las
proteinas predichas son de tamafio menor a 900aa y tienen un dominio de translocacion
RXLR o similar, excepto la secuencia tacfeml, que pertenece a la familia con el dominio

CFEM, y hay por lo menos un miembro perteneciente a cada familia de posibles efectores
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de Trichoderma. En la Tabla 1 se puede observar también que la ubicacion de los posibles

dominios de translocacién se encuentra después del péptido sefial para secrecion.

Una vez seleccionados estos 16 genes, se ubicaron los posibles dominios de translocacion
indicados en la tabla 1 dentro del marco de lectura abierto de cada gen, mediante el
programa SnapGene (GSL Biotech, LLC). Sin embargo, para algunos de éstos, incluidos
los candidatos tatrx2, tvsepl y tampl, no fue posible ubicar este dominio, debido
probablemente a cambios en las secuencias anotadas de los genomas de T. virens y T.

atroviride.

Como se verda mas adelante en los resultados de este trabajo, los 16 genes son
transcripcionalmente activos y 7 de ellos muestran un patron de expresion reproducible
durante la interaccion con A. thaliana, por lo que se continu6 trabajando con estos
candidatos, aun cuando carecieran del dominio de translocacién, considerando ademas que
los efectores apoplasticos no contienen estos dominios (Hogenhout et al., 2009; Kamoun,

2006, 2007; Schornack et al., 2009).

Determinacion del efecto de la presencia de Trichoderma sobre el
crecimiento vegetal.

Para confirmar los efectos reportados sobre el desarrollo de las plantas (Contreras-Cornejo
et al., 2009) y establecer las condiciones de interaccion para analizar la actividad
transcripcional de los genes seleccionados, se realizaron ensayos de interaccion de la cepa
silvestre de A. thaliana con las cepas silvestres T. virens y T. atroviride, como control para

comparacion se emplearon plantulas creciendo axénicamente. En la Figura 7 se observan
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las placas donde se llevarona a cabo las interacciones y sus respectivos controles, a los 3, 5

y 7 dias de co-cultivo.

3 dias S & 7 dlas

A. thaltana

A thaliona - T
atroviride

A. Thaltara -T.
virens

Figura 7. Ensayos de interaccion A. thaliana — Trichoderma. (A-C) Placas control con plantulas de A.
thaliana a los 3, 5y 7 dias después de la inoculacion (ddi). (D-F) Placas de confrontacion de A. thaliana con
T. atroviride a los 3, 5y 7 ddi. (G-1) Placas de confrontacion de A. thaliana con T. virens, a los 3, 5y 7 ddi.

Para determinar el efecto de la presencia de Trichoderma sobre el crecimiento vegetal, se
midid la longitud de la raiz principal de la planta a los 3, 5y 7 dias de interaccién con
ambas especies de hongos, y de las plantas creciendo solas. En las plantulas a los 7 dias de
interaccidn se contd el nimero de brotes laterales para cada una de las condiciones y se
tomaron datos de peso fresco y peso seco para determinar el efecto sobre la biomasa. Los

resultados obtenidos del efecto sobre el crecimiento vegetal se muestran en la Figura 8.

Se observo que a los 3 dias de interaccion no hubo una diferencia significativa (p > 0.05) en
la longitud de la raiz principal de las plantulas en interaccion con Trichoderma en

comparacion con las plantulas control. A los 5 dias de confrontacién, se observo una
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diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) en la longitud de la raiz principal de las
plantulas control en comparacion con las plantulas creciendo con T. virens y T. atroviride;
mientras que la longitud de la raiz principal de las plantulas en interaccién con T. virens fue
de 2.07cm + 0.25 y para las plantulas en interaccion con T. atroviride fue de 2.30cm + 0.32,
la longitud de la raiz principal de las plantulas creciendo solas fue de 2.80cm + 0.98. A los
7 dias de interaccion, también se observo una diferencia estadisticamente significativa (p <
0.001) en la longitud de la raiz principal de las plantulas control en comparacion con las
plantulas creciendo con T. virens y T. atroviride. En este caso, la longitud de la raiz
principal de las plantulas control fue de 3.70cm + 1.47, para las plantulas en interaccion con
T. virens fue de 2.30cm £ 0.32 y para las plantulas en confrontacion con T. atroviride fue
de 2.32cm + 0.26 (Figura 8A) Estos resultados coinciden con los reportados previamente

(Contreras-Cornejo et al., 2009).

El efecto de la presencia de Trichoderma sobre el nimero de brotes laterales secundarios en
la raiz principal de A. thaliana a los 7 dias de interaccion se aprecia en la Figura 8B. El
namero de brotes laterales secundarios presentes en la raiz de las plantulas control de A.
thaliana fue significativamente menor (0.33 brotes + 0.55; p < 0.001) en comparacion con
el nimero de brotes presentes en las plantulas en interaccién con T. virens (2.13 brotes +

1.4) y con T. atroviride (1.90 brotes + 1.15).
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Figura 8. Efecto de la presencia de Trichoderma sobre el crecimiento de A. thaliana. A, longitud de la raiz
principal a los 3, 5 y 7 dias de interaccion. B, nimero de brotes laterales secundarios a los 7 dias de
interaccién. C, peso fresco a los 7 dias de interaccion. D, peso seco a los 7 dias de confrontacion. En Ay B se
grafica el promedio de las mediciones de 30 plantulas para cada una de las condiciones. En C y D se grafica el
promedio de las mediciones de 90 plantulas para cada una de las condiciones. Para A, se realizé6 un ANOVA
de dos vias; para B, C y D se realiz6 un ANOVA de una via. Los datos se compararon con una prueba post
hoc de Bonferroni, con un valor de significancia p < 0.05. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.

Las observaciones anteriores sugieren que la presencia de Trichoderma representa una
barrera para el crecimiento en longitud de la raiz principal de Arabidopsis, no asi para el
desarrollo de brotes secundarios en la raiz. Este efecto concuerda con lo observado en otros
estudios (Contreras-Cornejo et al., 2009) donde indican que Trichoderma es capaz de

producir compuestos tipo auxina que favorecen el desarrollo de los brotes laterales.

En la Figura 8C y D se aprecia el efecto de Trichoderma sobre la biomasa (peso fresco y
peso seco) de A. thaliana a los 7 dias de interaccion. Se observo una diferencia significativa
(p <0.01, Figura 8C) en el peso fresco de las plantulas en interaccién con T. virens
(16.70mg * 2.92) en comparacion con las plantulas control (9.45mg % 4.39), mientras que

no hubo diferencia significativa (p >0.05) entre las plantulas en interaccion con T.
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atroviride (9.05mg + 4.32) y las pléntulas creciendo solas. Sin embargo, no se observo
diferencia significativa (p >0.05, Figura 8D) en cuanto al peso seco entre las plantulas
control (1.62mg + 1.1) y las plantulas en confrontacion con T. virens (2.40mg £ 0.92), o las
plantulas en co-cultivo con T. atroviride (1.18mg + 0.38), a diferencia de lo que se ha
reportado (Contreras-Cornejo et al., 2009), donde muestran un aumento significativo de la

biomasa en las plantulas de A. thaliana en co—cultivo con Trichoderma.

Analisis de la expresion de los genes seleccionados durante la interaccion
Arabidopsis — Trichoderma mediante RT-PCR semicuantitativo.

Para determinar la actividad transcripcional de los genes seleccionados, se realizaron
ensayos de interaccion de la cepa silvestre de A. thaliana con las cepas silvestres T. virens y
T. atroviride, como fue descrito anteriormente; en la Figura 9 se muestran fotografias
representativas de uno de los experimentos realizados. Se realiz6 un primer experimento de
confrontacion, en el cual el micelio se colectd a los 5 dias de interaccion, con la finalidad
de determinar de manera preliminar la expresion de las 16 secuencias seleccionadas, a este
experimento se le denomind Experimento 1. Después de este experimento, se llevaron a
cabo 4 cinéticas de interaccion, donde el micelio de Trichoderma se colect6 a los 3,5y 7
dias, como se indica en la seccion de materiales y métodos, a estas cinéticas se les
denomind Experimentos 2, 3, 4 y 5. Para determinar los patrones de expresion de las
secuencias seleccionadas durante la interaccion con Arabidopsis, se hicieron reacciones de
RT-PCR semicuantitativo tomando como templado cDNA proveniente del micelio del
hongo creciendo en interaccion con la planta (condicion de interaccion) o micelio del
hongo creciendo solo (condicion control). Para validar los ensayos, se utiliz6 como control
la expresion de los genes sml de T. virens y epll de T. atroviride, los cuales se sabe que
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incrementan su expresion cuando estos hongos se encuentran en interaccion con plantas

(Djonovi¢ et al., 2006; Seidl et al., 2006).

3 dias 5 dias 7 dias

T. atroviride

A. thaliana - T.
atroviride

A. Thaliana - T.
virens

T. virens

Figura 9. Cinéticas de interaccion A. thaliana — Trichoderma. A-C, placas control de T. atroviride a los 3,5y
7 dias de crecimiento. D-F, placas de confrontacion A. thaliana — T. atroviride a los 3, 5 y 7 dias de
interaccion. G-H, placas de confrontacion A. thaliana — T. virens a los 3, 5y 7 dias. J-K, placas control de T.
virens a los 3, 5y 7 dias de crecimiento.

En la Figura 10 se muestran los resultados del RT-PCR semicuantitativo correspondientes
al experimento 3, donde se puede observar que todos los genes seleccionados, tanto para T.
virens (Figura 10A izquierda) como para T. atroviride (Figura 10A derecha) son

transcripcionalmente activos durante la interaccion.
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Para determinar cuéles de las secuencias seleccionadas tenian un mayor nivel de expresion
durante la interaccion con Arabidopsis, se realiz6 un anélisis densitométrico para los
resultados obtenidos del RT-PCR semicuantitativo para los 5 experimentos. La Figura 10B
muestra los datos del andlisis densitométrico de las bandas obtenidas para la amplificacion
de cada uno de los genes candidatos de T. virens y para sml a los 3, 5 y 7 dias de
interaccion con la planta. La Figura 10C representa los niveles de expresion para los

candidatos de T. atroviride y para epl1.
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Figura 10. Analisis de la expresion de los genes candidatos a efector de Trichoderma durante la interaccion
con A. thaliana. A, RT-PCR semicuantitativo correspondiente al experimento de interaccion nimero 3 de los
genes seleccionados de T. virens (izquierda) o de T. atroviride (derecha) a los 3, 5y 7 dias de interaccion
(columnas marcadas con la letra “i””) respecto del control (columnas marcadas con la letra “c”). B, expresion
relativa de los genes seleccionados de T. virens a los 3, 5y 7 dias de interaccion con A. thaliana, respecto del
hongo creciendo solo. C, expresion relativa de los genes seleccionados de T. atroviride a los 3, 5 y 7 dias de
confrontacion con A. thaliana, respecto del hongo creciendo solo. D, Cuadro representativo del patron de
expresion de las secuencias seleccionadas durante la interaccién Trichoderma — Arabidopsis. Las gréaficas
representan los datos de los 5 experimentos de confrontacion realizados.

Para facilitar la seleccion de los genes con los que seguiriamos trabajando para llevar a

cabo la cuantificacion de la expresion mediante gRT-PCR y la caracterizacion funcional, se

57



conjuntaron los datos densitométricos obtenidos de los cinco experimentos, los cuales se
resumen en la Figura 10D. Se seleccionaron los candidatos tvlysml, tacfeml, tvhydiil y
tampl, debido a que aumentaron su expresion respecto del control en al menos 2 tiempos
de la interaccion (Figura 10B, C y D), asi como los candidatos tatrx2, epl2 y tvsepl, que
incrementaron su expresién en un tiempo de interaccién y no mostraron cambio en el
patron de expresion respecto del control en al menos 2 tiempos de la interaccion (Figura
10B, C y D). Adicionalmente, los siete genes fueron seleccionados en base a que mostraron
un patron de expresion mas reproducible durante los experimentos realizados. El resto de

los candidatos no fueron considerados para su analisis mediante RT-PCR en tiempo real.

Determinacion del patron de expresion de los genes seleccionados durante
la interaccion Arabidopsis — Trichoderma mediante RT-PCR cuantitativo.

Para validar de manera cuantitativa los niveles de expresion de los siete candidatos
descritos previamente, se realiz6 un andlisis por RT-PCR en tiempo real (ver materiales y
métodos). En la Figura 11 se observan los resultados del andlisis cuantitativo para las 7
secuencias seleccionadas de Trichoderma, donde los valores de 2022CY representan el
cambio en el nivel del mensajero correspondiente a cada gen con respecto al control, al cual
se le asigna un nivel de 1, marcado con una linea roja, los valores estadisticamente
significativos (p < 0.5) por debajo de esta linea indican una disminucion en los niveles
detectados del transcrito de cada gen, mientras que los valores estadisticamente
significativos por arriba de esta linea representan un aumento en el nivel de mensajero

(Livak & Schmittgen, 2001).
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Como se puede ver en la Figura 11A, no hubo diferencia significativa (p > 0.5) en los
niveles del transcrito del gen tvlysml a los 3 y 5 dias de interacciéon (0.67 + 0.03, 0.90 *
0.15, respectivamente), con respecto al control, sin embargo, a los 7 dias de interaccién
hubo un incremento significativo (p <0.001) de 2.07 + 0.52 veces con respecto al control.
Para el gen tvsepl de T. virens, no hubo un cambio significativo (p > 0.5) en el nivel de
expresion a los 3 dias de interaccién (1.03 £+ 0.03), pero si se observé un aumento
significativo (p < 0.001) en el nivel del transcrito correspondiente a los 5 dias de
interaccion de 1.69 + 0.15 veces con respecto del control, asi como de 5.69 + 0.36 a los 7

dias de interaccion (Figura 11B).
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Figura 11. RT-PCR cuantitativo de los niveles de expresién de los 7 genes seleccionados a los 3, 5y 7 dias
de la interaccion de Trichoderma con A. thaliana. A-C, Nivel de expresion para los genes tvlysm1, tvsepl y
tvhydiil, respectivamente, de T. virens. D-G, Nivel de expresion para los genes tatrx2, tacfeml, epl2 y tamp1,
respectivamente, de T. atroviride. Linea roja, valor de 1 de la condicién control (hongo creciendo solo). Los
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datos se analizaron con un ANOVA de dos vias con una prueba post hoc de Bonferroni y un valor de
significancia p < 0.05; ** p <0.01, *** p < 0.001. (1 réplica bioldgica con 3 réplicas técnicas, Experimento 3).

En la Figura 11C se observa que no hubo una diferencia significativa (p > 0.5) en el nivel
del transcrito del gen tvhydiil con respecto del control a los 3 y 5 dias de interaccién (1.00
+ 0.03, 2.3 + 0.36, respectivamente), pero si se observd un incremento significativo (p <

0.001) a los 7 dias de interaccion con la planta de 66.65 + 7.74 veces.

En la Figura 11D se observa que a los 3 y 5 dias de interaccion, el transcrito del gen tatrx2
disminuyo su nivel con respecto al control de manera significativa (p < 0.001) a 0.45 £ 0.03
y 0.72 + 0.06 veces, respectivamente, mientras que a los 7 dias de interaccion hubo un
aumento significativo (p < 0.001) de 1.95 + 0.12 veces. En la Figura 11E se observa que el
MRNA del gen tacfeml no presentd un cambio significativo (p > 0.5) a los 3 dias de
interaccion con A. thaliana (2.32 £ 0.11), sin embargo, si tuvo un aumento significativo a
los 5 dias (4.58 £ 0.08, p < 0.01) y a los 7 dias (17.35 £ 2.93) de interaccion, con respecto
del control. El transcrito de epl2 disminuyo su nivel de manera significativa (p < 0.001) con
respecto al control a los 3 y 5 dias de interaccion con la planta (0.03 £ 0.00, 0.09 + 0.02,
respectivamente; Figura 11F), mismo que aument0 a los 7 dias de la interaccion 2.83 + 0.45
veces (p < 0.001). Para el gen tampl, se observa en la Figura 11G que aumentd el nivel del
transcrito correspondiente a los 3 y 5 dias de interaccion (10.64 + 0.25, 9.57 + 0.14,
respectivamente; p < 0.001) con respecto al control, mientras que, a los 7 dias de

interaccion, disminuy6 a 0.08 + 0.04 del nivel del control (p < 0.001).

Como se puede notar en la Figura 11, los niveles de transcrito de los genes seleccionados
incrementaron de manera significativa con respecto del control al séptimo dia de la
interaccion, excepto el gen tampl (Figura 11G) cuya acumulacion disminuyé de manera

significativa en los tiempos mas largos de interaccion.
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Construccién de los casetes de interrupcion para generar mutantes y
verificacion de las transformantes.

Para determinar la posible funcion biolégica de los genes seleccionados, a partir de los
datos del gRT-PCR, se planted obtener cepas mutantes para estos 7 genes. Para cumplir con
este objetivo, se generaron construcciones para interrumpir los genes tvlysml, tvsepl,
tvhydiil, tacfeml, epl2, tatrx2 y tampl por el método de PCR de doble union (ver detalles
en materiales y métodos). En la Figura 12A se muestra la amplificacion de los extremos rio
arriba y rio debajo del marco de lectura abierto correspondiente a los genes tvhydiil,
tacfeml y epl2, asi como del marco de lectura abierto de los marcadores de seleccion hph y
arg2 (Figura 1, PCR1 doble unién). Para el gen tvhydiil, los tamafios de los fragmentos que
se amplificaron en la PCR1 fueron de 1999pb para el extremo rio arriba y de 2004pb para
el extremo rio abajo (Figura 12A, carriles 1 y 2). Para el gen tacfeml, se amplificd un
fragmento rio arriba de 2206pb, mientras que el fragmento que se amplificé rio abajo es de
2153pb (Figura 12A, carriles 4 y 5). Los tamafios de los fragmentos que se amplificaron en
la PCR1 para el gen epl2 son de 2062pb para el extremo rio arriba y de 2058pb para el
extremo rio abajo (Figura 12A, carriles 7 y 8). El marcador de seleccién arg2 tiene un
tamafio de 2745pb (Figura 12A, carril 3) y el marcador de seleccion hph es de 1397pb
(Figura 12A, carriles 6 y 9). Estos fragmentos se purificaron por columna y se utilizaron

como templado para la reaccion PCR2 de doble unién (Figura 2, PCR2 doble union).
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Figura 12. Construccion de los casetes de interrupcion para generar mutantes nulas en los genes tvhydiil,
tacfeml y epl2. A, Productos de PCR de los extremos rio arriba y rio abajo del locus de los genes tvhydiil
(carriles 1y 2), tacfeml (carriles 4 y 5) y epl2 (carriles 7 y 8) y del marco de lectura abierto de los marcadores
de seleccién arg2 (carril 3) y hph (carriles 6 y 9). B, Amplificacion del casete de interrupcién para los genes
tvhydiil, tacfeml y epl2. C, Fragmentos purificados correspondientes al casete de interrupcion para los genes
tvhydiil, tacfeml y epl2. M, marcador de peso molecular.

En la Figura 12B se observa la amplificacion del casete de interrupcion para los genes
tvhydiil (6050pb), tacfeml (5333pb) y epl2 (4995pb) como productos de la PCR3 de doble
union (Figura 3), los cuales se purificaron por columna y se verifico el tamafo correcto
para cada uno de ellos (Figura 12C). Con estas construcciones se transformaron
protoplastos de T. virens y de T. atroviride (ver detalles en materiales y métodos). Para el
gen tvsepl de T. virens no fue posible la construccion del casete de interrupcién, ya que no
se obtuvo amplificacion con los iniciadores Nest, los cuales fueron disefiados dos veces

para este gen, por lo que no se realizaron transformaciones para interrumpir este gen.

De las transformantes obtenidas para los 6 genes seleccionados, se extrajo DNA genémico
y se verifico que la construccion correspondiente se hubiera insertado en el locus deseado,

como se describe en la seccion de materiales y métodos de este trabajo (Figura 5).
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Para el gen tatrx2, se obtuvieron 34 transformantes independientes. La Figura 13A muestra
las amplificaciones obtenidas por PCR donde se confirma la insercion del casete de
interrupcion en el locus del gen tatrx2 para tres de las transformantes. La amplificacion que
se observa en los carriles 1 se obtuvo utilizando un iniciador que se encuentra en el extremo
57 del gen, que no esta dentro de la construccidon y un iniciador contenido en la secuencia
del marcador de seleccion (2276pb), mientras que la amplificacion que se observa en los
carriles 2 se obtuvo con un iniciador en el extremo 3’ del gen, que no esta dentro de la
construccion y un iniciador dentro del marcador de seleccion (2563pb), por lo tanto la
amplificacion de estos dos fragmentos indica la insercién del casete de interrupcion en el
locus del gen tatrx2. Como control negativo de la insercidn en el sitio deseado, se utiliz6 un
iniciador en el extremo 5’ del gen, ubicado fuera de la construcciéon y un iniciador
contenido en el marco de lectura abierto del gen que amplifican un fragmento de 3092pb,
asi como un iniciador hacia el extremo 3’ del gen y un iniciador ubicado dentro del marco
de lectura abierto del gen tatrx2, que amplifican un fragmento de 3398pb, esta
amplificacion es la que se muestra en los carriles 3 y 4, respectivamente, e indica que adn
hay nucleos no transformados. Se seleccionaron las transformantes 6, 7 y 11 para realizar
por lo menos cuatro rondas de pases monosporicos para asegurarse de que no hubiera
mezcla de nucleos sin transformar, para después corroborar la pérdida del gen de interés en

las cepas seleccionadas.

Para el gen tacfeml, se obtuvieron 45 transformantes independientes. La Figura 13B
muestra las amplificaciones obtenidas por PCR confirmando la insercion del casete de
interrupcion en el locus del gen para tres de las transformantes. La amplificacion que se

observa en los carriles 1 (2374pb) y 2 (2303pb) corresponde a los fragmentos que indican
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la insercidn del casete de interrupcion en el locus deseado, mientras que las amplificaciones
que se muestran en los carriles 3 (2575pb) y 4 (2464pb) corresponden a la amplificacion de
los extremos 5’ y 3’, respectivamente, del locus del gen tacfeml, como controles negativos
de la insercion del casete de interrupcion. Se seleccionaron las transformantes 4, 5y 6 para
llevar a cabo pases monosporicos y asegurarse que no hubiera ndcleos sin transformar, para

después corroborar la pérdida del gen en las cepas seleccionadas.

Se obtuvieron 50 transformantes independientes para el gen epl2. La Figura 13C muestra la
confirmacion de la insercidn del casete de interrupcion en el locus del gen para dos de las
transformantes. La amplificacion que se observa en los carriles 1 (2205pb) y 2 (2228pb)
corresponde a los fragmentos que indican la insercion del casete de interrupcion en el locus
del gen epl2, mientras que las amplificaciones que se muestran en los carriles 3 (2653pb) y
4 (2300pb) corresponden a la amplificacion de los extremos 5’ y 3’ respectivamente, del
locus del gen epl2, como controles negativos de la insercion del casete de interrupcion. Se
seleccionaron las transformantes 1, 2 y 3 para realizar rondas de pases monosporicos y

corroborar la pérdida del gen de interés en las cepas seleccionadas.

Para el gen tampl, se obtuvieron 6 transformantes independientes. La Figura 13D muestra
las amplificaciones obtenidas por PCR, confirmando la insercidn del casete de interrupcion
en el locus del gen para tres de las transformantes. La amplificacion que se observa en los
carriles 1 (2364pb) y 2 (2326pb) corresponde a los fragmentos que indican la insercion del
casete de interrupcion en el locus deseado. Como control negativo de la insercién, las
amplificaciones que se muestran en los carriles 3 (3342pb) y 4 (3477pb) corresponden a la

amplificacion de los extremos 5’ y 3’ respectivamente, del locus del gen tampl. Se
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seleccionaron las transformantes 1, 2 y 6 para realizar por lo menos 4 pases monosporicos,

y verificar la pérdida del gen tampl en las cepas seleccionadas.

Para el gen tvhydiil, se obtuvieron 12 transformantes. La Figura 13E muestra las
amplificaciones obtenidas por PCR para dos de las transformantes, donde se muestran las
amplificaciones en los carriles 1 (1863pb) y 2 (2184pb), indicando la insercidn del casete
de interrupcién en el locus del gen tvhydiil. Como control negativo de la insercién en el
sitio deseado, se muestran las amplificaciones de los extremos 5’ y 3’ del locus del gen en
los carriles 3 (2559pb) y 4 (2234pb) respectivamente. Se seleccionaron las transformantes
2.1 y 2.3 para realizar 4 pases monosporicos, y verificar que el gen tvhydiil ya no se

encuentra presente en las cepas seleccionadas.

Para el gen tvlysml, se obtuvieron Unicamente 2 transformantes, sin embargo, no se pudo
confirmar la insercion del casete de interrupcion correctamente, pues no se pudo obtener
una amplificacion para el extremo 3’ de la construcciéon en el locus del gen. En
experimentos posteriores se confirméd que los iniciadores disefiados en la regioén 3’ y rio
abajo del marco de lectura abierto del gen a partir de la secuencia reportada hasta el

momento (‘JGI Fungi Portal - Home’, n.d.) no producen amplificacion.
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Figura 13. Confirmacion de la insercion de los casetes de interrupcion en el locus de los genes seleccionados.
A, verificacion de la insercion del casete de interrupcion en tres transformantes del gen tatrx2; B, insercion
del casete de interrupcion en tres transformantes del gen tacfeml; C, confirmacion del casete de interrupcion
en el locus del gen epl2; D verificacion del casete de interrupcion para el gen tampl; E, confirmacion del
casete de interrupcion en el locus del gen tvhydiil. Carriles 1, amplificacién del fragmento del extremo 5° de
la construccion en el locus de cada gen. Carriles 2, amplificacion del extremo 3’de la construccion en el locus
de cada gen. Carriles 3, amplificacion del fragmento 3’ del locus de cada gen. Carriles 4, amplificacion del
fragmento 5’ del locus de cada gen. M, marcador de peso molecular.

Fusiones de los posibles dominios de translocacion de genes seleccionados
al gen reportero gfp.
Para determinar la posible localizacién de los candidatos a efectores seleccionados, se

planted probar si los dominios RXLR o similares, presentes en estos productos eran capaces
de dirigirlos al tejido vegetal. Se utilizo la base de datos del Joint Genome Institute para
obtener la secuencia completa de los 7 genes seleccionados como candidatos a moléculas
tipo efector de Trichoderma, mediante el programa SnapGene (GSL Biotech, LLC) se

ubico el dominio de translocacion indicado en la Tabla 1. En el caso de las secuencias
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correspondientes a los genes tatrx2 y tvsepl los aminoécidos que conforman el dominio de
translocacion para estas proteinas putativas no se encontré hacia el N-terminal, sino hacia el
C-terminal, mientras que para el gen tampl no se encontrd la secuencia de aminoacidos
predicha, por lo que no realiz6 fusiéon al gen reportero gfp para estos candidatos (ver

Apéndice D para la secuencia completa de cada gen).

Para realizar la fusion de los dominios de translocacion de los genes seleccionados, se tomd
como base el trabajo reportado por Dou y col. (Dou et al., 2008), donde realizan la fusion
de 33 aminodcidos, que incluyen el dominio de translocacion de la proteina Avrlb del
oomiceto Phytophthora sojae, al gen reportero gfp, tal como se describe en la seccién de
materiales y métodos (ver Apéndice B para mapa del vector). En la Figura 14 se muestra la
secuencia de amino&cidos de la proteina Avrlb, de los genes tvlysml, epl2, tvhydiil y
tacfeml y de la secuencia ‘Neg’, correspondiente al gen de actina T. atroviride, como un
control negativo, que se utilizaron para fusionar al gen reportero gfp, cabe destacar que se
decidio fusionar en su totalidad el marco de lectura abierto para el gen tacfeml, pues carece
de un dominio de translocacion y codifica para una proteina de tamafio pequefio (89

aminodcidos).

Se amplificaron los fragmentos correspondientes a las regiones sefialadas en la Figura 14
para los genes seleccionados, a partir de cDNA de T. virens (tvlysml y tvhydiil) o de T.
atroviride (epl2, tacfeml y Neg). En la Figura 15A se muestran los productos amplificados
para fusionar a gfp de los genes tvhydiil (carril 1, 192pb), epl2 (carril 3, 213pb) y tacfeml
(carril 2, 288pb). Los fragmentos se clonaron en el vector de mantenimiento pJET 1.2/Blunt
para su digestion con las enzimas de restriccion Bglll y Aatll, como se menciona en la

seccién de materiales y métodos. En la Figura 15B se muestra la purificacion de los
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fragmentos tvhydiil, epl2 y del vector pAvrlb-GFP linearizado. En esta parte del trabajo ya
no se continuo con la fusion para el gen tacfem, pues no se logré obtener la liberacion del
fragmento correspondiente con las enzimas Bglll y Aatll del vector de mantenimiento pJET

1.2/Blunt, pero se siguio6 con los otros candidatos.

VRRSLRNGDIAGGRFLRAHEEDDAGERTFSVTD
Avitb | —t |

13 M 44 52 55 58 65 71

LNSRATGFQLVTNKQLEGSKLNSNCQQLLQQAIQCDEYVANFRERGYRGSLDSPALTDSVCQATCER
| |
o

23 67 70 89

Tvlysm1

VSFDPGYDDASRSLRDVSCSDGLNGLITKYHWETQGQISRFPYIGGVQGTTWNSTLCGACYKLE

Epl2 |

2 32 35 84

SSEAHGLRRRDQAWCPDGLYASPQCCDVDVLGVAALDCRTPPVAPSKCKSFGSVCAA
Tvhydiil | | r

19 23 26 75

‘ MEKFTLALATFVAAVYGQTVADIPACAVPCIESAIASQTTCSDTDLACVCESANFDAIEAASTSCVIAACGADVAINQVLPAVQALCAAQ
Tacfeml |

1 89

LTVGKLVGPLOAGALGSGLDLLLEVEGDVTELLLDITNDSSLGGGGESVTTLSQDLHQVVGKITTSHVHTSNGVRQSETLVDGD
Neg + |

37 120

Figura 14. Secuencias de aminoacidos fusionadas al gen reportero gfp en el trabajo realizado por Dou y col.
(Dou et al., 2008), -Avrlb parte superior- y en este trabajo (secuencias tvlysml, epl2, tvhydiil, tacfeml y
Neg). En rojo se resalta el grupo de aminodacidos que corresponden al dominio de translocacion y los nimeros
indican la ubicacion de cada residuo. Para la secuencia Neg se tomaron 84 aminoacidos de la secuencia
parcial codificante (cds) para el gen de actina de T. atroviride, con nimero de acceso EF581847.1 en el
National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Una vez purificados los fragmentos, se ligaron con el vector para obtener cada una de las
fusiones al gen reportero gfp. Con los productos de las ligaciones se transformaron células
de E. coli BL21 C43 (DE3) y mediante PCR en colonia se verifico la presencia de los
vectores en al menos 4 colonias independientes para cada fusion. En la Figura 15C se
muestra la confirmacién de la presencia de las fusiones correspondientes a gfp para los

genes tvhydiil y epl2 en 15 colonias independientes para cada uno.
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Figura 15. Fusion de posibles dominios de translocacion de los genes candidatos con el gen reportero gfp. A,
Amplificacién de los fragmentos que se fusionaron a gfp de las secuencias tvhydiil (carril 1), tacfeml (carril
2) y epl2 (carril 3). B, verificacién de la purificacion de los fragmentos de los genes tvhydiil (carriles 1y 2) y
epl2 (carriles 3 'y 4) y del vector linearizado pAvrlb-GFP (carril 5). C, PCR en colonia de 15 clonas distintas
para las fusiones Tvhydiil-GFP (carriles 1 a 15) y Epl2-GFP (carriles 16 a 30). M, marcador de peso
molecular.

Se extrajo DNA plasmidico a partir las clonas positivas 1, 3 y 13 de la fusion Tvhydiil-
GFP, de las clonas 2, 6 y 15 de la fusion Epl2-GFP y de las clonas 8 y 11 de la fusion
Tvlysm1-GFP y se enviaron a secuenciar, corroborando que en todas las clonas, excepto la
clona 2 Epl2-GFP, el inserto se encontraba en fase y el marco de lectura abierto de GFP no

estaba alterado.



Para purificar las proteinas quiméricas efector-GFP se utilizaron las clonas positivas

TvhydiilGFP13, Epl2-GFP15 y Tvlysm1-GFP8 (ver Apéndice B).

Obtencidn de las proteinas quiméricas efector — GFP.
Se probaron diferentes condiciones de induccion (cantidad de IPTG, tiempo y temperatura

de incubacidn) para obtener las proteinas quiméricas en cantidades suficientes para probar
en ensayos in vitro con el tejido vegetal, obteniendo un mejor resultado con las siguientes
condiciones: 0.05mM de IPTG y a una temperatura de 37°C para la clona 4 de la fusién
Avrlb-GFP y 0.05mM de IPTG y una temperatura de incubacién de 20°C para la clona 13
con la fusién Tvhydiil-GFP. La Figura 16 corresponde a un gel de SDS-PAGE con las
muestras de los sobrenadantes después de romper las células por sonicacion y
concentrarlas, sin inducir y con 0.05mM de IPTG, para comparacion y verificacion de la

presencia de la banda de proteina de interés, que se indica con una flecha.

Figura 16. Obtencion de las proteinas quiméricas Avrlb-GFP y Tvhydiil-GFP. Sobrenadantes de las
proteinas quiméricas Avrlb-GFP (38.95kDa, carril 3) y Tvhydiil-GFP (40.3kDa, carril 4) después de sonicar
las células, dializar y concentrar las muestras. Las flechas rojas indican la banda de la proteina quimérica.
MPM, marcador de peso molecular.
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Ensayos de entrada de las proteinas a raices de soya y plantulas de A.
thaliana.

Para probar la capacidad de translocacion de los dominios tipo RXLR presentes en nuestros
candidatos se realizaron experimentos de internalizacion de las proteinas quiméricas en
tejido vegetal. Seguimos los protocolos descritos por Dou y col. (Dou et al., 2008) y Gu y
col. (Gu et al., 2011) en raices de soya y adicionalmente probamos en raices de A. thaliana
de 12 dias de crecimiento. Debido a que se tuvieron varios problemas para purificar de
manera especifica las proteinas quiméricas, se realizé un ensayo preliminar, probando con
los sobrenadantes obtenidos de las proteinas quiméricas Avrlb-GFP y Tvhydiil-GFP sin
purificar por columna, asumiendo que la fluorescencia que pudieramos observar seria
debida a la presencia de la GFP (Figura 16). Las raices de soya y las plantulas se incubaron
toda la noche con los sobrenadantes correspondientes, se incluyd una muestra incubada
Gnicamente con buffer como control negativo. En la Figura 17A se puede observar gque, en
comparacion con el control, hay mayor florescencia en las raices de las plantulas de
Arabidopsis incubadas con ambas proteinas quiméricas. En cuanto a las raices de soya
(Figura 17B) se aprecia de igual forma fluorescencia en las raices incubadas con las
proteinas quimeéricas, en comparacién con la auto florescencia de la raiz incubada
solamente en buffer MES. Las imégenes de la Figura 17 corresponden a un experimento
realizado por duplicado, sin embargo, no se logré obtener la proteina quimérica como
control negativo (Neg-GFP), por lo que ya no se continuaron con estos ensayos, y no se

pudo corroborar el resultado presentado en la Figura 17.
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Figura 17. Ensayo de entrada de las proteinas quiméricas Avrlb-GFP y Tvhydiil-GFP a raices de A. thaliana

(A, aumento 63x) y raices de soya (B, aumento 8x). Las raices de soya o las plantulas de A. thaliana se
incubaron 15h a 28°C con una solucidn conteniendo las proteinas quiméricas o con el buffer solo (MES).

Construccion de las fusiones a la proteina rojo fluorescente mCherry.

Para complementar el trabajo sobre la capacidad de entrada de los efectores a las células del
hospedero, se optd por realizar otras fusiones para observar la ubicacion de los productos
de los genes seleccionados, y verificar si los productos tienen la capacidad de ser secretados

por el hongo al medio exterior o no.

Para determinar la ubicacion de los genes, se decidio realizar la fusion del marco de lectura
abierto de la proteina rojo fluorescente mCherry a los marcos de lectura abiertos de los
genes tvhydiil, tatrx2, tacfeml y epl2 para continuar con este trabajo. La fusion de los
marcos de lectura se llevo a cabo mediante PCR de doble union, como se menciona en
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materiales y métodos. En la Figura 18A se muestran las amplificaciones correspondientes a
la PCR 1 (Figura 1) de los marcos de lectura abiertos de cada uno de los genes y de
mcherry. La PCR 2 se llevo a cabo utilizando como templados los productos de la PCR 1.
La Figura 18B muestra los productos obtenidos de la PCR 3, es decir, la fusion de los
marcos de lectura abiertos de los genes seleccionados, a mcherry. Una vez purificados estos
productos, se clonaron en el vector de mantenimiento pJET 1.2/blunt para su digestion con
las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll. Con las enzimas mencionadas, se linearizé el
vector de expresion pUEO8 (Figura 18C), y una vez purificadas todas las construcciones, se
clonaron con el vector para después transformar protoplastos de Trichoderma, una vez que

se confirmé la secuencia correcta de las construcciones mediante secuenciacion.

Se obtuvieron muy pocas transformantes resistentes a higromicina (3 transformantes por

cada construccidn), por lo que se hicieron por lo menos 3 pases monosporicos para cada

una.

Figura 18 . Construccién de la fusién de los genes seleccionados a la proteina rojo fluorescente mCherry. A,
amplificacion de los marcos de lectura abiertos de los genes tatrx2 (carril 1, 1521pb), mcherry (carril 2,
711pb), tacfeml (carril 3, 303pb), epl2 (carril 4, 471pb) y tvhydiil (carril 4, 342pb). B, PCR 3 de doble unién
para la fusiéon del marco de lectura abierto de mCherry al gen tatrx2 (carril 1, 2232pb), al gen tacfeml (carril
2, 1014pb), al gen epl2 (carril 3, 1182pb) y al gen tvhydiil (carril 4, 1053pb). C, vector pUEOQ8 linearizado
(carril 1, 6100pb) con las enzimas de restriccién BamHI/Hindlll y la construccién epl2-Cherry (carril 2,
1182pb) liberada del vector pJET 1.2/blunt con las enzimas mencionadas. M, marcador de peso molecular.
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La determinacién de la localizacion del producto del gen tacfeml de T. atroviride fue una
parte del trabajo de tesis de la alumna de licenciatura Karina Rodriguez Valtierra
(Rodriguez-Valtierra, 2016). En ese trabajo, la estudiante realiz6 microcultivos de las cepas
de T. atroviride silvestre, silvestre transformada con el vector mCherry como controles, y la
cepa que expresa la fusion Tacfem1-Cherry para observar la localizacion del producto de

este gen.

Como se puede observar en la Figura 19G-I, el producto del gen tacfeml se encuentra
distribuido de manera uniforme sobre la hifa del hongo, sugiriendo que puede encontrarse
en la membrana. Lo anterior estd en concordancia con lo reportado pues se sabe que las
proteinas con dominio CFEM se ubican en este organelo celular (Kulkarni et al., 2003,

2005).

La localizacion del producto del gen tatrx2 también de T. atroviride, se esta realizando
como parte del trabajo de maestria de la estudiante Alma Maria de Jesis Ortega Olmos
(tesis de maestria en progreso). Para las cepas con la fusion Epl2-Cherry, no se han
realizado experimentos para determinar la localizacion del producto del gen epl2, por lo

que en este trabajo Unicamente se llego hasta obtener las cepas correspondientes.

No se pudo determinar con exactitud la localizacién del producto del gen tvhydiil de T.
virens, pues el micelio de las cepas que expresan la fusién Tvhydiil-Cherry crecia muy

denso, y no permitia observar con precision la fluorescencia en las hifas.
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Campo claro mCherry Merge

Figura 19. Localizacion del producto del gen tacfeml. A-C, T. atroviride silvestre, D-F, T. atroviride
silvestre expresando la proteina mCherry. G-H, cepa de T. atroviride que contiene la fusién Tacfem-Cherry.
Vistas con aumento 40X y escala de 20um. Imagen tomada y modificada de la tesis de licenciatura de Karina
Rodriguez Valtierra (Rodriguez-Valtierra, 2016).

Construccidn de los vectores para sobreexpresar los genes seleccionados.

Para determinar la participacion de los genes seleccionados durante las interacciones de
Trichoderma, decidimos generar, ademas de las mutantes nulas en los genes seleccionados,

cepas que sobreexpresaran estos genes.

Para esta parte del trabajo se utilizé el vector de expresion pUEQ8, como se describe en

materiales y métodos. En la Figura 20A se muestran las amplificaciones de los marcos de
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lectura abiertos de los genes tacfeml (carril 1), tatrx2 (carril 2), epl2 (carril 3) y tvhydiil
(carril 4). Estos fragmentos se purificaron y se clonaron en el vector de mantenimiento pJet
1.2/blunt, para después hacer una digestion con las enzimas BamHI y Hindlll (Figura 20B,
carril 2, marco de lectura abierto del gen epl2 liberado del vector de mantenimiento) y
clonar estos fragmentos en el vector pUEOQS8 linearizado con las enzimas mencionadas
(Figura 20B, carril 1), y asi obtener los vectores pUEO8-TacfemOE, pUE08-Epl20E,
pUEO8-Tatrx20E y pUEO8-TvhydiilOE. Estos vectores se mandaron secuenciar para
verificar que la secuencia del marco de lectura abierto de cada gen fuera la correcta, y se
transformaron protoplastos de Trichoderma para obtener las cepas sobreexpresantes de los

genes seleccionados.

A

Figura 20. Construccién de los vectores para sobreexpresar los genes seleccionados. A, amplificacion del
marco de lectura abierto del gen tacfeml (carril 1, 536pb), del gen tatrx2 (carril 2, 1749pb), del gen epl2
(carril 3, 450pb) y del gen tvhydiil (carril 4, 321pb). B, vector pUEO8 linearizado (carril 1, 6100pb) con las
enzimas de restriccion BamHI/Hindlll y el marco de lectura abierto del gen epl2 (carril 2, 450pb) liberado del
vector pJET 1.2/blunt con las enzimas mencionadas. M, marcador de peso molecular.

Para el gen tacfeml se obtuvieron 4 transformantes independientes, y se determind el nivel
de expresion del transcrito mediante un analisis de RT-PCR semicuantitativo (Rodriguez-

Valtierra, 2016), como se muestra en la Figura 21, donde se observa que las 4 cepas
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sobreexpresantes tienen un nivel de expresion de 2 a 4 veces mayor que la cepa silvestre,

siendo la transformante T1 la de mayor nivel (Figura 21B).

TaCfem1 de T atrovinde

A WT T T2 T3 T4

e = = £
T m s : I

Figura 21. Andlisis de expresion del gen tacfeml en las cepas sobreexpresantes. A, RT-PCR de la expresion
relativa de las cepas sobreexpresantes tacfeml y de la cepa silvestre de T. atroviride. B, andlisis
densitométrico de la expresion relativa del gen tacfeml en las cepas sobreexpresantes. Se utilizé el gen gpd
como control de expresion. Imagen tomada y modificada de (Rodriguez-Valtierra, 2016).

Para el gen tatrx2 se obtuvieron 8 transformantes independientes, las cuales estan siendo
caracterizadas en el trabajo de maestria de Alma Maria de Jesus Ortega Olmos. Para el gen

tvhydiil se obtuvieron 5 transformantes, las cuales se mencionan mas adelante.

Caracterizacion del gen tvhydiil durante la interaccion benéfica con plantas
y en micoparasitismo.

De acuerdo al patron y al nivel de expresion observado para los genes seleccionados
(Figura 11), se selecciono el gen tvhydiil de T. virens, que codifica para una hidrofobina
clase I, para determinar su participacion durante la interaccién benéfica con plantas. Para
lograr lo anterior, se obtuvieron mutantes nulas y cepas sobreexpresantes para este gen,
como se menciond anteriormente, de las cuales se seleccionaron dos para cada tipo y se
realizaron 4 rondas de pases monosporicos para obtener las cepas mutantes nulas Atvhydiil

T2.1y Atvhydiil T2.3, y las cepas sobreexpresantes tvhydiilOE T2 y tvhydiilOE T5.
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No se observaron diferencias significativas en el crecimiento y conidiacion de las colonias
de las cepas mutantes nulas y de las cepas sobreexpresantes en comparacion con la cepa

silvestre T. virens 29.8 (Figura 22A-E) a las 72h de crecimiento.

Figura 22. Crecimiento de las cepas mutantes nulas Atvhydiil T2.1 (A) y Atvhydiil T2.3 (B) y de las cepas
sobreexpresantes tvhydiilOE T2 (C) y tvhydiilOE T5 (D) en comparacién con la cepa silvestre T. virens 29.8
(E) a 3 dias de crecimiento.

Nivel de expresion del transcrito del gen tvhydiil y corroboracion de las cepas

mutantes nulas.

Para verificar que el casete de interrupcion para el gen tvhydiil se habia insertado en el
lugar correcto en ambas cepas mutantes, se realiz6 la amplificacion del gen a partir de DNA
genomico. Como se observa en la Figura 23A, ninguna de las cepas Atvhydiil T2.1 y
Atvhydiil T2.3 presento amplificacion del gen tvhydiil (carril 3) en comparacién con la

cepa silvestre T. virens (carril 2).

Para determinar el nivel de expresion del gen tvhydiil en las cepas sobreexpresantes y en
las mutantes nulas, se extrajo RNA de micelio creciendo activamente, y se llevd a cabo la

sintesis de cDNA correspondiente. Mediante RT-PCR semicuantitativo se determind la
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ausencia de transcritos del gen tvhydiil en las cepas mutantes, en comparacién con la cepa
silvestre. Mientras que las dos cepas sobreexpresantes tvhydiilOE T2 y tvhydiilOE T5
mostraron un nivel de expresién entre 6 y 8 veces mayor que la cepa silvestre, siendo la

cepa tvhydiilOE T5 la de mayor nivel (Figura 23B).

Sobreexpresion del gen tvhydii1

A ; M . _
Atvhydii1 T2.1 E *‘ - ’l-.
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D = N RO N 0O
el il wlh il

Tv298  Atvhydiid T2.4 Atvhydii1 T2.3 tvhydiilOE T2 tvhydiilOE T5
Cepa

Figura 23. Corroboracion de las cepas mutantes nulas y sobreexpresantes del gen tvhydiil. A, confirmacion
de la delecion del gen tvhydiil; carril 1, amplificacion del extremo 5 del casete de interrupcion en el locus del
gen tvhydiil; carril 2, amplificacion del gen tvhydiil en la cepa silvestre T. virens 29.8 como control; carril 3,
amplificacion del gen tvhydiil en las cepas mutantes nulas; carril 4, amplificacién del extremo 3’ del casete
de interrupcion en el locus del gen tvhydiil. B, RT-PCR semicuantitativo de las cepas mutantes nulas y
sobreexpresantes del gen tvhydiil; las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo utilizando como control de
amplificacion el gen gpd.

Ensayo de hidrofobicidad.

Debido a que el gen tvhydiil codifica para una hidrofobina clase 1, se decidié determinar
su participacion en la hidrofobicidad del micelio de las cepas, como se ha reportado
previamente para mutantes nulas del gen sm2 de T. virens (Crutcher et al., 2015). En la
Figura 24 se puede observar que, mientras las cepas sobreexpresantes del gen y la cepa
silvestre de T. virens logran mantener la gota sobre el micelio, las cepas mutantes nulas no
lo hacen, y la gota se resbala al poco tiempo de haberla colocado sobre el bocado. Lo

anterior indica que esta proteina confiere hidrofobicidad al micelio de T. virens.
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Figura 24. Determinacion de hidrofobicidad en micelio de las cepas mutantes nulas y sobreexpresantes del
gen tvhydiil. Se colocé una gota de 20pL de agua destilada sobre bocados de micelio de 72h de crecimiento y
se observo la permanencia de la gota sobre el bocado durante por lo menos 5 minutos para las cepas silvestre
y sobreexpresantes. Las imagenes fueron tomadas justo después de colocar la gota.

Debido a que las hidrofobinas se encuentran recubriendo las hifas de los hongos, estas
podrian participar en el reconocimiento de superficies como las raices de plantas o las hifas
de otros hongos hospederos de Trichoderma (Bayry et al., 2012; Tucker & Talbot, 2001).
Es probable que la hidrofobina codificada por el gen tvhydiil pudiera participar en este
reconocimiento. De ser asi, la ausencia o sobreexpresion de dicho gen podria alterar el
reconocimiento de T. virens por parte de la planta, modificando las vias de defensa vegetal,
0 su desempefio durante una interaccion micoparasitica. Para verificar lo anterior,
determinamos el efecto de la presencia de las cepas mutantes nulas y sobreexpresantes del
gen tvhydiil en la activacion de vias de defensa vegetal y el desempefio de dichas cepas

durante la interaccién micoparasitica con el fitopatdgeno R. solani.

Participacion del gen tvhydiil en la induccion de la expresion de genes de

defensa en plantas de A. thaliana.

Para determinar la participacion del gen tvhydiil en la activacion de las vias de defensa
vegetal se midio el nivel de expresion de genes relacionados a la via de defensa mediada
por acido salicilico (sid2, pr5) y a la biosintesis de la fitoalexina camalexina (pad3) en
plantas de A. thaliana en interaccién con las cepas mutantes nulas y sobreexpresantes de
dicho gen. En la Figura 25 se muestra el andlisis cuantitativo de la expresion de los genes

pad3, sid2 y pr5 a los 7 dias de interaccion.
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Figura 25 . Induccion de la expresion de genes de defensa y de la biosintesis de camalexina en plantas de A.
thaliana. gRT-PCR de la expresién de los genes pad3 (A), sid2 (B) y pr5 (C) a los 7 dias de interaccion con
las cepas mutantes nulas Atvhydiil T2.1y T2.3, las cepas sobreexpresantes tvhydiilOE T2 y T5. Los datos se
analizaron con un ANOVA de dos vias con una prueba post hoc de Bonferroni y un valor de significancia p <
0.05; *** p < 0.001. (1 réplica bioldgica con 3 réplicas técnicas).

2A(-AACH)

Como se puede observar en la Figura 25A, las cepas Atvhydiil T2.1 y Atvhydiil T2.3
inducen la acumulacion del transcrito del gen pad3 significativamente mas, en comparacion
con la cepa silvestre, siendo la cepa Atvhydiil T2.1 la que tiene un mayor nivel de
induccién (65.54+4.903; p<0.001). Mientras que, de las cepas sobreexpresantes, la cepa
tvhydiilOE T2 induce significativamente la expresién de pad3 en comparacion con la cepa
silvestre, con un nivel de expresion relativa de 9.815+1.392 veces (p<0.001). La cepa

tvhydiilOE T5 no mostro diferencia significativa respecto de la silvestre (p>0.05).

La Figura 25B muestra la expresién relativa del gen sid2, donde se observa que no hay
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de este gen en las plantulas en
interaccion con ambas cepas sobreexpresantes (p>0.05), en comparacion con la cepa

silvestre. Mientras que la presencia de las cepas Atvhydiil T2.1 y Atvhydiil T2.3 induce la
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expresion relativa de sid2 3.482+0.063 y 7.267+0.072 veces, respectivamente (p<0.001),

siendo la cepa Atvhydiil T2.3 la que induce mayor expresion de este gen.

En cuanto a la expresion relativa del gen pr5, se puede observar en la Figura 25C que tanto
las cepas mutantes nulas como las cepas sobreexpresantes son capaces de inducir
significativamente (p<0.001) la expresion de pr5, en comparacion con la cepa silvestre,

siendo la cepa Atvhydiil T2.3 la que induce el mayor nivel de expresion (12.74+0.488).

Participacion del gen tvhydiil en confrontacion con el fitopatdégeno R. solani.

Para determinar la participacion del gen tvhydiil en interaccidn micoparasitica, se
realizaron confrontaciones de cada una de las cepas con dos grupos de anastomosis del
fitopatogeno R. solani, AG2 y AG5. Las confrontaciones se hicieron en medio rico en
nutrientes (medio agar papa dextrosa, PDA) y en medio con menor cantidad de nutrientes
(medio minimo para Trichoderma, MMT). Se emplearon dos medios con cantidades de
nutrientes diferentes para observar si habia diferencias en la interaccion entre un medio que
simula las condiciones de bajos recursos en el ambiente (MMT) y uno en el que la cantidad
de recursos disponibles es mayor (PDA). Las placas se incubaron a 28°C en total oscuridad
durante 14 dias, tomando fotografias de la parte del frente y detras de las cajas a distintos

dias de la interaccion.

En cuanto a la confrontacion con el grupo de anastomosis AG5, en ninguno de los casos se
observaron diferencias entre las cepas sobreexpresantes y las mutantes nulas del gen

tvhydiil, como se puede observar en la Figura 26.
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Figura 26. Ensayos de
micoparasitismo de las cepas
sobreexpresantes y mutantes
nulas del gen tvhydiil de T.
virens con el fitopatdgeno R.
solani AG5. A, confrontaciones
en cajas de Petri con medio
MMT a los 5y 7 dias de
interaccion. B, confrontaciones
en cajas de Petri con medio
PDA alos 5y 7 dias de
interaccion. Frente, imagenes
tomadas por el frente de la caja
para observar el crecimiento de
las colonias; Detras, imagenes
tomadas por la parte de atras de
las cajas para observar la zona
de contacto entre los dos
hongos. Las cajas se incubaron
durante 14 dias a 28°C en total
oscuridad.

Para la confrontacion con el grupo de anastomosis AG2, en medio MMT no se observaron

diferencias entre los tratamientos (Figura 27A) en ninguno de los tiempos observados. En el

caso de las confrontaciones en medio PDA (Figura 27B), se observa que, a los 5y 7 dias de

confrontacidn, las cepas sobreexpresantes son capaces de limitar el crecimiento de la

colonia de R. solani AG2 ligeramente mejor que las cepas mutantes nulas. Sin embargo,

después de los 7 dias de confrontacion, las diferencias fueron menos evidentes. Estos datos

sugieren que la sobreexpresion del gen tvhydiil de T. virens ayuda al crecimiento de T.

virens sobre el fitopatdgeno, posiblemente favoreciendo la adhesion a las hifas del
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fitopatdgeno, aunque no es suficiente para mejorar la capacidad antagénica de Trichoderma

contra las dos cepas analizadas.

7 dias

Frente

TvhydiilOET2

TvhydiilOET5

Tv29.8

ATvhydiilT2.1

ATvhydiilT2.3

TvhydiilOET5

Detras

Figura 27. Ensayos de
micoparasitismo de las
cepas sobreexpresantes
y mutantes nulas del gen
tvhydiil de T. virens con
el fitopatdgeno R. solani
AG2. A,
confrontaciones en cajas
de Petri con medio
MMT a los 5y 7 dias de
interaccion. B,
confrontaciones en cajas
de Petri con medio PDA
a los 5 y 7 dias de
interaccion. Frente,
imagenes tomadas por el
frente de la caja para
observar el crecimiento
de las colonias; Detras,
imagenes tomadas por la
parte de atrds de las
cajas para observar la
zona de contacto entre
los dos hongos. Las
cajas se incubaron
durante 14 dias a 28°C
en total oscuridad.

Participacion del gen tvhydiil en la colonizacion de raices de tomate por T.

virens.

Se ha propuesto que Trichoderma emplea hidrofobinas para adherirse a la superficie de las

raices vegetales, favoreciendo la colonizacion (Kim et al.,

2005; Viterbo & Chet, 2006).

Para determinar la posible funcion de la hidrofobina Tvhydii en la interaccion con plantas,
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se llevaron a cabo ensayos de colonizacion de raices de tomate con las cepas nulas y
sobreexpresantes del gen tvhydiil. Para confirmar la presencia de DNA proveniente del
hongo se utilizo el gen sm1, mientras que para distinguir el DNA vegetal se utilizaron los
genes apt, para el anélisis por PCR semicuantitativo y expressed, para el analisis por gPCR,

reportados por Exposito-Rodriguez y col. (2008).

La Figura 28A muestra el PCR semicuantitativo de la amplificacion de sm1l en las raices de
tomate en interaccion con las cepas utilizadas, donde se puede apreciar que todas las cepas
son capaces de colonizar las raices de tomate, en particular las dos cepas sobreexpresantes

del gen tvhydiil.

Para corroborar lo observado en el anélisis semicuantitaivo, se realiz6 un analisis en tiempo
real de la amplificacion relativa de sm1l en las raices de tomate en interaccion con las cepas
mencionadas. Como resultado de este analisis se obtuvo que sml es mas abundante en las
raices de las plantas de tomate inoculadas con ambas cepas sobreexpresantes, en
comparacion con la cepa silvestre. Mientras que sm1 es menos abundante en las plantas en
interaccion con las mutantes nulas que en las plantas colonizadas por la cepa silvestre

(Figura 28B).
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Figura 28 . Colonizacion de raices de tomate por las cepas sobreexpresantes y mutantes nulas del gen
tvhydiil de T. virens. A, PCR semicuantitativo de la amplificacién de sm1 en raices de tomate colonizadas
con las cepas T. virens 29.8 (carril 3), Atvhydiil T2.1 (carril 4), Atvhydiil T2.3 (carril 5), tvhydiilOE T2
(carril 6) y tvhydiilOE T5 (carril 7). Como control del DNA vegetal se utiliz6 el gen apt, y se emple6 DNA
de T. virens y de S. lycopersicum como controles de amplificacion (carriles 1 y 2, respectivamente). B, gPCR
de la amplificacién relativa de sm1 en raices de tomate colonizadas con las cepas T. virens 29.8, tvhydiil
T2.1, Atvhydiil T2.3, tvhydiilOE T2 y tvhydiilOE T5. Los valores de 224t representan el nivel de
amplificacion del gen sm1 en relacién con el nivel de expresién del gen de tomate expressed, en comparacion
con la condicion control (DNA de plantas de tomate creciendo solas). Los datos se analizaron con un
ANOVA de una via con una prueba post hoc de Bonferroni y un valor de significancia p < 0.05; ** p<0.01;
*** p < 0.001. (1 réplica biol6gica con 3 réplicas técnicas).

Estos resultados indican que el gen tvhydiil de T. virens desempefia un papel en la
colonizacion de las raices vegetales, posiblemente facilitando la adhesion de las hifas a las

raices.
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DISCUSION

En el presente trabajo identificamos genes que codifican para posibles moléculas tipo
efector en dos especies de Trichoderma, las cuales podrian participar en el establecimiento
de la interaccion benéfica que éstos desarrollan con plantas. Seleccionamos 16 genes a
partir de una lista de posibles efectores del secretoma de T. virens y T. atroviride (Guzman-
Guzman et al., articulo sometido) considerando que fueran representantes de cada una de
las 7 familias principales en las que estan clasificados los posibles efectores en la lista
obtendia, y que tuvieran un dominio de translocacion RXLR o similar, ya que éste ha sido
relacionado con la entrada de los efectores a la célula del hospedero, favoreciendo el
establecimiento de las interacciones entre dos organismos (Dou et al., 2008; Grouffaud et
al., 2010; Wawra et al., 2012). Sin embargo, al analizar las secuencias nucleotidicas
obtenidas de la base de datos de los genomas, no en todos los casos fue posible ubicar el
dominio de translocacion indicado en la lista de posibles efectores de Trichoderma, como
en el caso de los candidatos tacfeml (CFEM) y tampl (Metaloproteasa). Lo anterior podria
explicarse considerando que no todas las proteinas efectoras caracterizadas tienen un
dominio de translocacién tipo RXLR, tal es el caso de los efectores apoplasticos y los
efectores que cuentan con el dominio CFEM, como en el efector citoplasmatico BAS1 del
hongo fitopatégeno M. oryzae, el cual carece de un dominio conocido, sin embargo se
localiza en el interior de las células arroz (Zhang & Xu, 2014), por lo que la ausencia de un
dominio de translocacion definido no eliminaba la posibilidad de que esas proteinas

pudieran tener la capacidad de entrar a las células vegetales.

En la mayoria de los casos, cuando ese dominio de translocacion esta presente, se encuentra

hacia el N-terminal, como en Avrlb de P. sojae, cuyo dominio se localiza en los residuos
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41 a 65 (Dou et al., 2008) y en Avr3a de P. infestans, que se encuentra en los residuos 44 a
59 (Bos et al., 2010). En ambos casos, el dominio es funcional y permite a las proteinas
entrar en las células de las plantas. En los genes tatrx2 y tvsepl el dominio se localizé hacia
la region C-terminal, como se ubica en la proteina MiSSP7 del hongo micorricico Laccaria
bicolor (Plett et al., 2011), por lo que la presencia de los dominios hacia el C-terminal en
nuestros candidatos no descarta la posibilidad de que puedan ser funcionales, teniendo la
capacidad de entrar a las células vegetales; por otro lado, es posible que estos dos
candidatos sean apoplasticos, y que lleven a cabo su funcion desde los espacios

intercelulares de la planta.

A partir de co—cultivos de la planta A. thaliana con T. virens o T. atroviride, se corroboro el
efecto benéfico de esta interaccion sobre el desarrollo del sistema radicular, evidenciado
por la presencia de un mayor nimero de brotes laterales, coincidiendo con lo reportado
anteriormente (Contreras-Cornejo et al., 2009), donde indican que debido a que
Trichoderma es capaz de producir compuestos tipo auxina, puede favorecer el desarrollo de
brotes laterales en las raices. Sin embargo, en las condiciones en las que se realizaron
nuestros ensayos de interaccion, no se observo una diferencia significativa en la biomasa de
las plantas co—cultivadas con Trichoderma en comparacion de las plantas control, como los
mismos autores reportan (Contreras-Cornejo et al., 2009). Esto podria deberse a diferencias
en la manipulacién de los cultivos, pues se ha observado dentro del grupo de trabajo que
cambios en la cantidad de agar presente en la placa de Petri, asi como variaciones en el pH
del medio de cultivo, son capaces de modificar el resultado de la interaccion Arabidopsis—

Trichoderma.
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Con la finalidad de determinar la actividad transcripcional de los genes seleccionados,
durante la interacion Arabidopsis—Trichoderma, llevamos a cabo ensayos de RT-PCR y
observamos que los 16 genes seleccionados son transcripcionalmente activos durante la
interaccidn. El analisis por RT-PCR en tiempo real de siete de estos genes : tvlysm1l, tatrx2,
tacfeml, epl2, tvsepl y tvhydiil nos mostr6 un nivel de transcrito que se incrementa con el
tiempo de interaccion, mientras que el gen tampl presenta un patron contrario, es decir, su
nivel disminuye con el tiempo. Se sabe que los efectores pueden ser secretados por los
organismos en distintos tiempos del establecimiento de una interaccion, pudiendo cada uno
de ellos actuar a diferentes niveles, segln sus funciones, ejerciendo un efecto tal sobre el
hospedero que permita el establecimiento de la interaccion (Boyd et al., 2013; Pozo &
Azcon-Aguilar, 2007). También es posible que la expresion de los efectores pudiera estar
regulada de forma negativa por la presencia de la planta, pues como se observa en el
analisis de RT-PCR en tiempo real, en general a los 3 dias de la interaccion parece que la
expresion de 3 de los genes disminuye cuando el hongo se encuentra en presencia de la
planta, en comparacion con el hongo creciendo solo, siendo estadisticamente significativo
para el gen tatrx2. Se conoce que compuestos secretados en los exudados de las raices de
las plantas, como las estrigolactonas, inducen la expresion de factores de nodulacion,
permitiendo el establecimiento de la interaccion (Smith, 2014; Steinkellner et al., 2007).
Otros efectores, como MiSSP7 de Laccaria bicolor, incrementan su expresion Unicamente
durante la primer fase de la interaccion micorricica, modulando al via de defensa vegetal
mediada por acido jasmonico (Plett et al., 2011, 2014a). Hasta el momento, no tenemos
conocimiento de algin trabajo donde reporten regulacion negativa de la expresion de
efectores por parte la planta, aunque, debemos tomar en cuenta que los tiempos que

consideramos para los co—cultivos son tempranos en el establecimiento de la interaccion,
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por lo que el comportamiento transcripcional que observamos en varios de los genes fue
una ligera disminucion en la expresion al inicio del co—cultivo, seguido de un aumento en el

altimo tiempo considerado.

El gen tvlysm1 de T. virens, de la familia con repetidos LysM, incrementa su expresion con
respecto del control al séptimo dia de la interaccion, pudiendo tener una participacion
importante en la confrontacidn con Arabidopsis, pues se sabe que este tipo de proteinas se
encargan de unir quitina, proveniente de la pared celular del hongo, y de esta forma evitar
que sean percibidos por la planta, previniendo que se desencadenen las respuestas de
defensa del hospedero (Buist et al., 2008; Gust et al., 2012; de Jonge & Thomma, 2009),
como lo hace el efector Mg3LysM de Mycosphaerella graminicola (Marshall et al., 2011),
o0 el efector Ecp6 de C. fulvum que también une esos oligdmeros (Sanchez-Vallet et al.,

2013).

El gen tatrx2 de T. atroviride, una tioredoxina, que incrementa su expresion respecto del
control a los siete dias de interaccion con A. thaliana, pudiera tener una funcion similar a la
de la tioredoxina CITRX de tomate, la cual durante la infeccion con Cladosporium fulvum
regula negativamente la muerte celular y las respuestas de defensa mediadas por la
interaccion Cf9/Avr9 (Rivas et al., 2004). La muerte celular en el tejido vegetal durante el
encuentro con un patégeno es un proceso muy importante ya que, eliminar de manera
selectiva y localizada las células infectadas, evita la dispersién del patégeno y el desarrollo

de la enfermedad.

Las proteinas con dominio CFEM, como el gen tacfeml de T. atroviride, pueden tener

funciones relacionadas a la transduccion de sefiales y a la adhesion celular en interacciones
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hospedero—patégeno, debido a su capacidad hidrofobica y a que generalmente se
encuentran en la parte externa de la membrana en varias especies de hongos (Kulkarni et
al., 2003); algunas de estas proteinas participan en la formacién de apresorios, como la
proteina Pthllp de M. griseae (DeZwaan et al., 1999), por lo que es importante en la
capacidad de colonizacion del hospedero. El gen tacfeml, que presenta un aumento
significativo en su expresion con respecto del control a los cinco y siete dias de

confrontacion, podria participar facilitando la colonizacion de las raices de Arabidopsis.

De acuerdo a los resultados del RT-PCR en tiempo real para el gen epl2 de T. atroviride,
una cerato platanina, se puede apreciar que éste incrementa su expresion respecto del
control a los 7 dias de interaccion. Recientemente se reportd la participacion de epl2 y su
ortdlogo sm2 en T. virens, durante la interaccion con maiz, al conferir proteccion a la planta
contra el patégeno Cochliobolus heterostrophus, siendo mas importantes que sus ortélogos
sml/epll (Gaderer et al., 2015). Por lo tanto, en la interaccion de T. atroviride con A.
thaliana, epl2 pudiera participar hasta el momento del contacto con la planta, de acuerdo al

patron de expresion observado en los resultados.

Las serin proteasas, debido a su actividad hidrolitica, pueden degradar enlaces peptidicos
(Donofrio et al., 2006); esta enzima, codificada por el gen tvsepl de T. virens, podria
proteger al hongo cuando se encuentra en contacto con la planta, contra enzimas secretadas
por ésta y asi permitir la colonizacién de las raices. Este gen incrementa su expresion a los
5y 7 dias de la interaccion, antes de que el hongo haga contacto directo con la planta, y una
vez que ya esta sobre las raices. Se sabe que algunas serin proteasas, como la proteina
Tvspl de T. virens, inducen proteccién en semillas de algodén contra el fitopatdégeno R.

solani (Pozo et al., 2004).
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A los 3 y 5 dias de interaccién, el gen tampl de T. atroviride, perteneciente a la familia de
las metaloproteasas, presenta un aumento significativo en su expresion respecto del control,
sugiriendo que podria tener un papel en estas etapas de la interaccion. Se sabe que la
proteina Avr-Pita de M. griseae, que tiene homologia a metaloproteasas de Aspergillus spp.
y de Penicillium, es capaz de inducir resistencia en plantas de arroz una vez que el hongo
ha penetrado las hojas de la planta (Khang et al., 2008). No obstante, nuestros resultados
indican que, para el tiempo en el que el hongo se encuentra sobre las raices de Arabidopsis
(7 dias de interaccion), la expresion del gen tampl disminuye significativamente respecto
del control, es probable que para el tiempo en que el hongo esta sobre las raices aun esté la
proteina presente o que su funcién pudiera ser la de participar en la proteccion del hongo
contra compuestos secretados por la planta, debido a su actividad catalitica (Jongeneel et

al., 1989; Staats et al., 2013).

Seria interesante, por lo tanto, determinar si el producto de los genes tampl y tvsepl
proporcionan proteccién contra compuestos liberados por la planta, o pudieran inducir

respuestas de defensa vegetal.

En la bibliografia, no se ha reportado la presencia de dominios de translocacién en
efectores con funcion de hidrofobina y que sean capaces de entrar a las células vegetales.
Nosotros intentamos probar la funcionalidad del dominio identificado en la proteina Tvhyii,
mediante la obtencion de la proteina quimérica Tvhydiil-GFP. No fue posible estandarizar
las condiciones de induccion y purificacién adecuadas para la obtencién de las proteinas
quimeéricas, pero probamos extractos totales, conteniendo las proteinas quiméricas tanto en

raices de soya como en raices de Arabidopsis. Sin embargo, los resultados obtenidos no son
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concluyentes debido a que no pudimos obtener el control negativo para el ensayo de

entrada de la proteina quimérica a las raices de las plantas.

Adicionalmente, decidimos realizar fusiones a la proteina mCherry del marco de lectura
abierto de los genes, para determinar la localizacién de los productos de este gen y de tres
genes mas. Se obtuvieron las cepas de Trichoderma expresando las fusiones Tvhydiil-
Cherry, Tatrx2-Cherry, Tacfem1-Cherry y Epl2-Cherry. Los resultados para el producto del
gen tacfeml sugieren que la proteina se localiza en la superficie de la hifa, aparentemente
recubriéndola, lo que coincide con lo que se ha reportado para las proteinas con dominio
CFEM (Kulkarni et al., 2003, 2005). Sera interesante determinar la localizacion de los
productos de los demas genes, asi como corroborar la funcionalidad del péptido sefial de

secrecion y del dominio de translocacion predichos.

Se ha descrito la participacion de hidrofobinas en interacciones de hongos con plantas,
como la hidrofobina Tashydl de T. asperellum, la cual incrementa su expresion durante la
interaccion con pepino, dicha expresion se detectd hasta los 5 dias después de la
colonizacion de las raices, y ademas se identifico su participacién en la colonizacién de las
raices, pues las mutantes deficientes en esta proteina perdieron esta capacidad (Viterbo &
Chet, 2006). La hidrofobina MHP1 de M. griseae incrementa su produccién durante la
colonizacion de hojas de arroz, ademas de participar en la patogenicidad y en la formacién
del apresorio de este hongo (Kim et al., 2005). EI gen tvhydiil, que codifica para una
hidrofobina clase I, incrementa su expresién considerablemente a los 7 dias de interaccion
con A. thaliana y los resultados obtenidos del ensayo de colonizacion de raices, indican que

este gen participa en la adhesién a las raices vegetales, facilitando la colonizacion por parte
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de T. virens, lo que se evidencia en la mayor capacidad de las cepas sobreexpresantes para

colonizar las raices, a diferencia de las mutantes nulas.

Sobre la participacién de hidrofobinas durante interacciones micoparasiticas, se sabe que
los genes, pghl y pgh2, de Phlebiopsis gigantea, incrementan su expresion durante la
confrontacién con el patégeno Heterobasidium annosum, sugiriendo su participacion
durante el micoparasitismo (Mgbeahuruike et al., 2012). Nosotros confrontamos las cepas
mutantes nulas y las cepas sobreexpresantes del gen tvhydii, generadas en este trabajo, con
dos grupos de anastomosis del fitopatégeno R. solani. Encontramos sélo diferencias leves
con el grupo de anastomosis AG2, donde las cepas sobreexpresantes fueron capaces de
restringir el crecimiento de la colonia de R. solani AG2, en tiempos tempranos de la
confrontacién, en comparacion con las mutantes nulas y la cepa silvestre. Sin embargo, de
manera general, no se ve afectada la capacidad micoparasitica de T. virens contra el
patdgeno. Lo anterior sugiere que, si Tvhydiil participa en el micoparasitismo,
posiblemente lo haga en la adhesion inicial del hongo a las hifas del hospedero, por lo que

no se observaron diferencias en tiempos posteriores de la confrontacion.

En cuanto a la activacion de las vias de defensa vegetal, la presencia de las cepas mutantes
nulas en el gen tvhydiil increment6 notablemente la expresion de genes relacionados a la
via de defensa mediada por acido salicilico, como sid2 y pr5, en las plantulas de
Arabidopsis. Se ha reportado que la via de defensa mediada por esta fitohormona es la que
modula el establecimiento de Trichoderma en el interior de las raices de Arabidopsis, pues
en plantas deficientes en la acumulacion de SA (mutantes en sid2), T. harzianum fue capaz
de entrar hasta el tejido vascular, llegando hasta la parte aérea (Alonso-Ramirez et al.,

2014).
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Si T. virens no es capaz de adherirse lo suficiente a la raiz como para colonizar a la planta
posiblemente no pueda modular adecuadamente la respuesta de defensa vegetal a su favor,
por lo que la planta respondera activando la via del 4cido salicilico, como ocurre cuando
probamos las mutantes nulas tvhydiil. En cambio, si T. virens es capaz de adherirse
eficientemente (0 mucho méas que la cepa silvestre) a las raices, como es el caso de las
cepas que sobreexpresan al gen tvhydiil, la planta debera restringir la entrada masiva del
hongo, y esto podria estar modulado también a través de los niveles de SA, sélo que en este
caso es una respuesta intermedia, donde se observa en un incremento de la expresion del

gen pr5, mayor que con la cepa silvestre y menos que la activada por las cepas mutantes.

Gracias a las herramientas bioinformaticas, moleculares y bioquimicas disponibles se ha
hecho posible la identificacion de genes que codifican para posibles efectores en los
distintos organismos, asi como la caracterizacion de sus posibles funciones, adquiriendo un
mayor conocimiento sobre los procesos moleculares que median el establecimiento de

interacciones tanto patogénicas como benéficas.

La interaccidn entre organismos comprende una percepcion simultanea de diversas sefiales
provenientes de los participantes que no Unicamente involucra la presencia de las
hormonas, sino la concentracion de cada una de ellas, lo que lleva a una regulacion
hormonal formada por una amplia red de interconexiones. Por lo que, integrar el impacto de
esta regulacion hormonal es muy complejo, y ain falta mucho trabajo para definir esto, sin
embargo, hemos iniciado el estudio en esa direccion, y los datos de este trabajo serviran de
soporte para continuar elucidando el establecimiento de las interacciones benéficas planta —

Trichodemra.
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CONCLUSIONES

Identificamos 7 genes que codifican para posibles moléculas tipo efector de Trichoderma
que pudieran tener un papel en establecimiento de la interaccion benéfica con A. thaliana,
particularmente en la etapa de colonizacién de las raices de la planta. No obstante, es
necesario la obtencion de las mutantes nulas en estos genes para corroborar su papel

durante la interaccion.

El gen tvhydiil codifica para una proteina que confiere hidrofobicidad al micelio de T.
virens. La proteina posee un dominio de translocacion HGLR que podria ser internalizado
a las células de raices de soya y de Arabidopsis. Ademas, participa posiblemente en la
adhesion de T. virens a las hifas de R. solani durante el micoparasitismo. La presencia de
esta hidrofobina favorece la colonizacion de las raices de plantas de tomate, posiblemente
facilitando la adhesién de T. virens a la superficie de la raiz, para entonces modular la

respuesta de defensa vegetal, y poder establecer la interaccion benéfica con la planta.
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APENDICES

APENDICE A. Lista de iniciadores.

Iniciador Secuencia 5'—3' | Templado | Tamario del | Observaciones
fragmento

Tvlysm1AS TTGAGAGCCA | DNA 647pb  en | Par de iniciadores utilizados
GGTTCCACTT | gendmico | DNA. para las reacciones de RT-
GACA y cDNA de | 533pb  en | PCR

T. virens cDNA

Tvlysm1S1 TGCCTCAAAG
ACAAGGACA
CTGGA

Tvlysm1S2TR TGTTTGCCAG | cDNA de | 122pb Con el iniciador
AGAAATGCA | T.virens TvlysmlAS, este par de
GCGAG oligos se utiliz6 en las

reacciones de qRT-PCR.

TaseplAS AGGTGACTCT | DNA 778pb  en | Par de iniciadores utilizados
GTTCTTGCTG | genémico | DNA y | para las reacciones de RT-
GTGT y cDNA de | cDNA PCR

TaseplS1 ATTGCAGACG ;roviride
ATGGATGCTC
TCCT

TaseplS2TR AGCTGTTCAA | cDNA de | 198pb Con el iniciadorTaseplAS,
CGATGGTACC | T. este par de oligos se disefi6
CAGT atroviride para las reacciones de qRT-

PCR.

Tvsep2AS ACTTCTTCCA | DNA 1025pb  en | Par de iniciadores utilizados
CGTCTTGGCC | genémico | DNA. para las reacciones de RT-
TTCT y cDNA de | 966pb  de | PCR

T. virens cDNA

Tvsep2S1 AGCAATGGCA
TCTGTTCAAC
ACGG

Tvsep2S2TR TGGCGGGATA | cDNA de | 166pb Con el iniciador Tvsep2AS,
TCCAATACCT | T. virens este par de oligos se disefio

para las reacciones de gRT-
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TGCT

PCR.

Tasep2AS AAGGCGGAG | DNA 620pb  en | Par de iniciadores utilizados
CAGTGTTCTG | gendmico | DNA y | para las reacciones de RT-
AGTAA y cDNA de | cDNA PCR
Tasep2S1 GTGCAGGTTG ;roviride
GCCATGATGT
CAAT
Tasep2S2TR TACGTCTTCG | cDNA de | 143pb Con el iniciador Tasep2AS,
CAAGTGGTAA | T. este par de oligos se disefid
CGGT atroviride para las reacciones de gRT-
PCR.
Tvsep3AS ATACCACGCA | DNA 682pb  en | Par de iniciadores utilizados
GTCCCATCAA | gendmico | DNA y | para las reacciones de RT-
TCCA y cDNA de | cDNA PCR
T. virens
Tvsep3Sl TTGTGGGCCA
TGTCGATCTC
ATCT
Tvsep3S2TR TCTGTTGTCG | cDNA de | 132pb Con el iniciador Tvsep3AS,
AAGCCCAACA | T. virens este par de oligos se disefio
GAGA para las reacciones de qRT-
PCR.
Tvhydiil AS TCAGTGCAGA | DNA 378pb  en | Par de iniciadores utilizados
GAACAGCAA | genémico | DNA. para las reacciones de RT-
CTCCA y cDNA de | 264pb  en | PCR
T. virens cDNA
TvhydiilS1 TCTCCTCTTC
ACCGCAGCTT
T
TvhydiilS2TR AAATGCAAGT | cDNA de | 95pb Con el iniciador
CGTTTGGCAG | T. virens TvhydiilAS, este par de
CGTC oligos se utiliz6 en las
reacciones de qRT-PCR.
TamplAS CATTGCGGCT | DNA 1002pb  en | Par de iniciadores utilizados
GTCGAATGCT | gendmico | DNA. para las reacciones de RT-
TGTA y cDNA de | 881pb  en | PCR




TamplS1 GCCCAATGAA | T. cDNA
GTCCGCAGTT | atroviride
TCAA
TamplS2TR ACATGCAACA | cDNA de | 97pb Con el iniciador Tamp1AS,
CCTCTCAGTA | T. este par de oligos se utilizd
CCCA atroviride en las reacciones de qRT-
PCR.
TvmplAS ACAGGAAGC | DNA 950pb  en | Par de iniciadores utilizados
CTGCTAACTG | genémico | DNA. para las reacciones de RT-
ATGCT y cDNA de | 828pb  de | PCR
T. virens cDNA
TvmplS1 CAACGCCATT
ACCGGCATTC
ACTT
TvmplS2TR TGGCTCCAGC | cDNA de | 192pb Con el iniciador Tvmpl1AS,
GTCGATTATG | T. virens este par de oligos se disefio
TGAA para las reacciones de qRT-
PCR.
Talysm1AS AGAGTACGGC | DNA 498pb  en | Par de iniciadores utilizados
GACTGCTGCA | gendmico | DNA.435pb | para las reacciones de RT-
TTAT y cDNA de | de cDNA PCR
Talysm1S1 ACCAACAAGC Zt'mviride
AGCTAGAAG
GCTCT
Talysm1S2TR TGCCTCAAAG | cDNA de | 213pb Con el iniciador
ACAAGGACA | T. Talysm1AS, este par de
CTGGA atroviride oligos se disefid para las
reacciones de qRT-PCR.
Tvlysm2AS TTGAGAGCCA | DNA 647pb  en | Par de iniciadores utilizados
GGTTCCACTT | gendmico | DNA. para las reacciones de RT-
GACA y cDNA de | 533pb  de | PCR
T. virens cDNA
Tvlysm2S1 TGCCTCAAAG
ACAAGGACA
CTGGA
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Tvlysm2S2TR TGTTTGCCAG | cDNA de | 122pb Con el iniciador
AGAAATGCA | T.virens Tvlysm2AS, este par de
GCGAG oligos se disefid para las
reacciones de qRT-PCR.
Tatrx1AS AGGAATTCGG | DNA 1110pb  en | Par de iniciadores utilizados
CGTATCGTTG | genémico | DNA. para las reacciones de RT-
AGCT y cDNA de | 731pb  en | PCR
T. cDNA
Tatrx1S1 GTGGTGCTTT | 4iroviride
GTGCCTCTGA
GTTT
Tatrx1S2TR AGCTGATTGA | cDNA de | 172pb Con el iniciador Tatrx1AS,
TCTTTGCACC | T. este par de oligos se disefio
GCAG atroviride para las reacciones de gRT-
PCR.
Tatrx2AS AGGGAACTTG | DNA 562pb  en | Par de iniciadores utilizados
TCGGTCTTGA | genébmico | DNA y | para las reacciones de RT-
GGTT y cDNA de | cDNA PCR
Tatrx2S1 TGGTGGCATC ;roviride
ACCTCATACA
TGGT
Tatrx2S2TR TGCCGGTATC | cDNA de | 178pb Con el iniciador Tatrx2AS,
CCTTTGGCTT | T. este par de oligos se utilizd
ACAT atroviride en las reacciones de gRT-
PCR.
Tvtrx1AS TGTAGGTGAC | DNA 929pb  en | Par de iniciadores utilizados
AGGGTTCTGC | gendmico | DNA y | para las reacciones de RT-
TTGT y cDNA de | cDNA PCR
T. virens
Tvtrx1S1 TGAGGACTTC
AAGACCGCTG
ACAA
Tvtrx1S2TR TAGCCTGTAT | cDNA de | 146pb Con el iniciador Tvtrx1AS,
GCCAACAGCG | T. virens este par de oligos se disefid
AGTT para las reacciones de gRT-
PCR.
Tacfem1AS CATCGGCACC | DNA 204pb  en | Par de iniciadores utilizados
ACAAGCAGC | gendmico | DNA y | para las reacciones de RT-
y cDNA de
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AATTA T. cDNA PCR
atroviride
Tacfem1S1 TTGCTCTTGC
TACCTTTGTT
GCCG
Tacfem1S2TR CAGACACTGA | cDNA de | 96pb Con el iniciador
CTTGGCATGC | T. TacfemlAS, este par de
GTTT atroviride oligos se utilizd6 en las
reacciones de qRT-PCR.
Epl2AS TGGTTATGAG | DNA 190pb  en | Par de iniciadores utilizados
TCCGTTGAGG | genémico | DNA. para las reacciones de RT-
CCAT y cDNA de | 127pb  en | PCR
T. cDNA
Ep|251 TTCACCGTTG atroviride
CTACACTCGT
CACA
Epl2S2TR TTGCTACACT | cDNA de | 120pb Con el iniciador Epl2AS,
CGTCACAGCC | T. este par de oligos se utilizd
ATCA atroviride en las reacciones de qRT-
PCR.
TvseplAS CGCAGCTTGT | DNA 290pb  en | Par de iniciadores utilizados
CGATTTGGGT | genémico | DNA y | para las reacciones de RT-
CATT y cDNA de | cDNA PCR.
T. virens
TvseplSl TATAAGCAGC
TCAATGGCGA
GGGT
TvseplS2TR ACCATGAGGA | cDNA de | 199pb Con el iniciador TvseplAS,
CAAAGCCCAG | T. virens este par de oligos se utilizd
AAGA en las reacciones de qRT-
PCR.
Smisl TCTCCTACGA | DNA y | 199pb Junto con el oligo Smlasl,
CACCGGCTAC | cDNA de estos iniciadores se
T. virens utilizaron para las
reacciones de RT-PCR.
Smilcsl CTGCCGCCGT | DNA 289pb  en | Este par de iniciadores sirve
CTCCGCGGAC | gendmico | DNA y | para distinguir entre DNA
AC y cDNA de | 223pb  en | genémico y cDNA de T.
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Smlasl CTGTATTGCA | T.virens cDNA virens. Se utiliz6 para las
GCTTCCAGCA reacciones de RT-PCR,
qRT-PCR, PCRy gPCR.
Epll-F GCCGCAGTCT | DNA 129pb Par de iniciadores utilizados
CTGCTGATAC | genémico para las reacciones de RT-
y cDNA de PCRyqRT-PCR.
Epl1-R GGGTTTGCCA | T.
GTGGTATCT atroviride
TvhydiilFusF agatctTCTTCTG | cDNA de | 192pb Este par de iniciadores
AGGCCCACGG | T.virens amplifica el dominio de
ACTCCGT translocacion de tvhydiil.
TvhydiilFusF tiene el sitio
TvhydiilFusR gacgtcatatggataG de corte para Bglll
GCGGCACAG TvhydiilFusR tiene sitio de
ACGCT corte para Aatll
(subrayado) y 15nt de la
etiqueta HA (minasculas).
TacfemlFusF agatctATGAAG | cDNA de | 288pb Este par de iniciadores
TTCACTCTTG | T. amplifica el marco de
CTCTTGCTAC | atroviride lectura abierto detacfeml.
C Tacfeml1FusF tiene el sitio
de corte para Bglll.
Tacfem1FusR gacgtcatatggataC Tacfem1FusR tiene sitio de
TGTGCGGCGC corte para Aatll
AGAGAG (subrayado) y 15nt de la
etiqueta HA (mindsculas).
Epl2FusF agatctGTATCTT | cDNA de | 213pb Este par de iniciadores
TCGATCCAGG | T. amplifica el dominio de
CTACGACGAT | atroviride translocacion  de  epl2.
Epl2FusF tiene el sitio de
Epl2FusR gacgtcatatggataC corte para Bglll. Epl2FusR
TCTAGCTTGT tiene sitio de corte para
AGCAGG

Aatll (subrayado) y 15nt de
la etiqueta HA
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(mindsculas).

Tvlysm1FusF agatctCTCAAT | cDNA de | 222pb Este par de iniciadores
AGCCGCGCTA | T.virens amplifica el dominio de
CCGGGTT translocacion de tvlysmil.
Tvlysm1lFusF tiene el sitio
TvlymlFusR gacgtcatatggataT de corte para Bglll
CTCTCACAGG Tvlysm1FusR tiene sitio de
TGGC corte para Aatll
(subrayado) y 15nt de la
etiqueta HA (mindsculas).
NegFusF agatctCTGACC | cDNA de | 273pb Este par de iniciadores
GTCGGGAAGC | T. amplifica una regién del
TCGTA atroviride gen de actina de T.
atroviride que no cuenta
NegFusR gacgtcatatggataG con dominio de
TCCCCATCTA translocacion RXLR  ni
CGAGGGT similar, como  control
negativo en los ensayos de
entrada de las proteinas a
raices de soya.
HygF GATCGACGTT | Vector 1397pb Par de iniciadores para
AACTGATATT | pUEOS8 amplificar el marco de
GAAGGAG lectura abierto del gen que
confiere  resistencia  a
HygR CTATTCCTTT higromicina  (hph).  Se
GCCCTCGGAC utilizan en la PCR1 para
GAGTGCTG interrumpir los genes de
interes.
Tacfem1MutF CGATTGCAAA | DNA de T. | 2206pb Par de iniciadores que
CTCCGAACAG | atroviride amplifican la region rio
GCCC arriba de tacfeml. Se
utilizan en la PCR1 para
Tacfem1QuimR | TGCTCCTTCA interrumpir el gen.
ATATCAGTTA
ACGTCGATCG
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CGGGGATGTC

AGCAACGGTC
TGGCCG
Tacfem1QuimF | CCCAGCACTC | DNA de T. | 2153pb Par de iniciadores que
GTCCGAGGGC | atroviride amplifican la region rio
AAAGGAATA abajo de tcfeml. Se utilizan
GGGTTCTCCC en la PCR1 para interrumpir
TGCCGTTCAG el gen.
GCTCTCT
Tacfem1MutR CCATGGCCGT
GCACAACACG
CAT
Tacfeml1NestF GGCTCTGTGG | PCR2 de | 5333pb Par de iniciadores que
TTGCATCGGC | tacfeml amplifican la construccion
CA para interrumpir al gen
tacfeml. Se utilizan en la
Tacfem1NestR CCTCAGGTTC PCR3 para interrumpir el
GTGCCTTGGC gen.
CA
Epl2MutF CGAGTTTAGT | DNA de T. | 2062pb Par de iniciadores que
CGCCGACCAA | atroviride amplifican la region rio
AAGAGCT arriba de epl2. Se utilizan
en la PCR1 para interrumpir
Epl2QuimR TGCTCCTTCA el gen.
ATATCAGTTA
ACGTCGATCG
GTGGCAGTGA
TGGCTGTGAC
GAGTGTAGC
Epl2QuimF CCCAGCACTC | DNA de T. | 2058pb Par de iniciadores que
GTCCGAGGGC | atroviride amplifican la region rio
AAAGGAATA abajo de epl2. Se utilizan en
GGGGCTGTGG la PCR1 para interrumpir el
CCTCCCAAAT gen.
GCACAT
Epl2MutR GCCGTTTCTT
CTGGGCTGTG
CGAA
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Epl2NestF GGGACCGTCT | PCR2 de | 4995pb Par de iniciadores que
GTGAGTGCCA | epl2 amplifican la construccion
CT para interrumpir el gen
epl2. Se utilizan en la PCR3
Epl2NestR GGGCCAGCG para interrumpir el gen.
AGATGGCAAC
TACA
Tatrx2MutF CGGATAACGC | DNA de T. | 2115pb Par de iniciadores que
ATGGGATAGA | atroviride amplifican la region rio
CGT arriba de tatrx2. Se utilizan
en la PCR1 para interrumpir
Tatrx2QuimR TGCTCCTTCA el gen.
ATATCAGTTA
ACGTCGATCG
GCGCCCATCA
GGCCAAAAG
C
Tatrx2QuimF CCCAGCACTC | DNA de T. | 2278pb Par de iniciadores que
GTCCGAGGGC | atroviride amplifican la region rio
AAAGGAATA abajo de tatrx2. Se utilizan
GCACTGTCAA en la PCR1 para interrumpir
GGTCCCTGAG el gen.
CCcccC
Tatrx2MutR CCTCTTCCTG
TAGGCCTGGC
G
Tatrx2Nest2F CAACACAGCC | PCR2 de | 5163pb Par de iniciadores que
ATGGTGATCC | tatrx2 amplifican la construccion
TGAG para interrumpir al gen
tatrx2. Se utilizan en la
Tatrx2Nest2R TGCGCTTGTA PCR3 para interrumpir el
TCGCCAGAAA gen.
GTCG
TamplMutF CCCACCAAAG | DNA de T. | 2036pb Par de iniciadores que
CCAATCTAGC | atroviride amplifican la region rio
TGGGA arriba de tamp1l. Se utilizan
en la PCR1 para interrumpir
TamplQuimR TGCTCCTTCA el gen.
ATATCAGTTA
ACGTCGATCG
CGCGATGCCA
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CCAGAGGCGC

CAGGA
TamplQuimF CCCAGCACTC | DNA de T. | 2093pb Par de iniciadores que
GTCCGAGGGC | atroviride amplifican la region rio
AAAGGAATA abajo de Tampl. Se utilizan
GGCCTCCAGC en la PCR1 para interrumpir
AAATATTTGG el gen.15
CCTGT
TamplMutR CATATGGGGC
GATAAACCGC
Tamp1NestF GGCAAGGCC | PCR2 de | 5119pb Par de iniciadores que
ACTGCCATCG | tampl amplifican la construccion
CCT para interrumpir el gen
tampl. Se utilizan en la
Tamp1NestR GCCGCGAATC PCR3 para interrumpir el
GCTTGCCGGA gen.
Arg2F GACCAAGGA | DNA de T. | 2745pb Par de iniciadores que
GATTGACGGC | virens 29.8 amplifican el gen silvestre
GGCGTGGA de la subunidad pequefia de
la carbamoil fosfato sintasa
ArgeR TTAAGCAAAG (arg2) de T. virens. Se
CCGACAAGA utilizan en la PCR1 para
GGAACAGGC interrumpir los genes de
interes.
TvhydiilMutF CGGACAGAC | DNA de T. | 1999pb Par de iniciadores que
GGAAATGATG | virens 29.8 amplifican la region rio
TG arriba de tvhydiil. Se
utilizan en la PCR1 para
TvhydiilQuimR | ACCGTCTCCA interrumpir el gen.
CGCCGCCGTC
AATCTCCTTG
GTCGGAACTG
CATCTTGACT
GATGGG
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TvhydiilQuimF | TCGAGCCTGT | DNA de T. | 2004pb Par de iniciadores que
TCCTCTTGTC | virens 29.8 amplifican la region rio
GGCTTTGCTT abajo de tvhydiil. Se
AAGCACACAT utilizan en la PCR1 para
TCGCCAAACC interrumpir el gen.
CTTGGCCGA

TvhydiilMutR GGCTAAAATC
ACCCCCCAGA
C

TvhydiilNestF GGCTGAGCTG | PCR2 de | 6050pb Par de iniciadores que
ATCCACTCGA | tvhydiil amplifican la construccion
GGG para interrumpir el gen

tvhydiil. Se utilizan en la

TvhydiilNestR GCGAAGGTGC PCR3 para interrumpir el
GGCCATGAAC gen.
ACG

Tvlysm1MutF GAGGCGCCA | DNA de T.| 1791pb Par de iniciadores que
AGTTGCAGCA | virens 29.8 amplifican la region rio
TCAT arriba de tvlysml. Se

utilizan en la PCR1 para

Tvlysm1QuimHi | TGCTCCTTCA interrumpir el gen.

gR ATATCAGTTA
ACGTCGATCT
TGATCCTGAA
TCTCTCGACG
GG

Tvlysm1QuimHi | CCCAGCACTC | DNA de T. | 1836pb Par de iniciadores que

gF GTCCGAGGGC | virens 29.8 amplifican la region rio
AAAGGAATA abajo de tvlysml. Se
GCAAGACCCC utilizan en la PCR1 para
CTCCCCCATT interrumpir el gen.
CAGCCCGA

Tvlysm1MutR GTTGCAGCTT
CCTGCACCAA

TvlysmlNest3F | AGCCGGGATC | PCR2 de | 5195pb Par de iniciadores que
TGTCAGGGTG | tvlysml amplifican la construccion

para interrumpir el gen
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Tvlysm1Nest3R | GCTTCGACGA tvlysml1. Se utilizan en la
CTGCGCCAGC PCR3 para interrumpir el
gen.
TvseplMutF CACCAAGGA | DNA de T. | 2035pb Par de iniciadores que
GCATCTCGGG | virens 29.8 amplifican la region rio
G arriba de tvsepl. Se utilizan
i en la PCR1 para interrumpir
TvseplQuimR ACCGTCTCCA el gen.
CGCCGCCGTC
AATCTCCTTG
GTCGGTCGCC
AGCAGCGAC
ACAAAC
TvseplQuimF TCGAGCCTGT | DNA de T. | 2149pb Par de iniciadores que
TCCTCTTGTC | virens 29.8 amplifican la region rio
GGCTTTGCTT abajo de tvsepl. Se utilizan
AAGGGATGTA en la PCR1 para interrumpir
AGCGAGTCCC el gen.
CTGCG
TvseplMutR GGGGGAAAG
AGATATACCA
GGCCA
TvseplNest2F GTCCGCAATA | PCR2 de | 6693pb Par de iniciadores que
GTCCTCGACT | tvsepl amplifican la construccion
AGCC para interrumpir el gen
tvsepl. Se utilizan en la
TvseplNest2R CTCCTAGGGT PCR3 para interrumpir el
CGATTTGCTG gen.
GGGA
ArgextrR CGCCGTCAAT | DNA de Se utiliza junto con los
CTCCTTGGTC | las iniciadores "ExtF" para
transforma verificar si la construccion
ntes de T. para interrumpir los genes
virens se insertd en el locus

correcto. Amplifican rio
arriba del locus.
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ArgExtF TGTTCCTCTT Se utiliza junto con los
GTCGGCTTTG iniciadores "ExtR" para
C verificar si la construccion
para interrumpir los genes
se insertd en el locus
correcto. Amplifican rio
abajo del locus.
Tvlysm1ExtF CCAGACGGGC | DNA de | 2148pb Junto con el iniciador
AACCCTCGTA | las ArgEXtR, se utilizan para
transforma verificar que la
ntes construccion para
Atvlysm1 interrumpir al gen se inserto
en en el locus correcto.
Amplifican rio arriba del
locus de tvlysm1.
Tvlysm1ExtR CCAGCAAGTG | DNA  de | 2168pb Junto con el iniciador
GGGTAATGGA | las ArgExtF, se utilizan para
AG transforma verificar que la
ntes construccion para
Atvlysm1 interrumpir al gen se insert6
en en el locus correcto.
Amplifican rio abajo del
locus de tvlysm1.
TvseplEXxtF TCCTCGGGCT | DNA  de | 2262pb Junto con el iniciador
CCCAATGAGA | las ArgEXtR, se utilizan para
transforma verificar que la
ntes construccion para
Atvsepl interrumpir al gen se inserto
en en el locus correcto.
Amplifican rio arriba del
locus de tvsepl.
TvseplExtR TGTGGAAGAG | DNA  de | 2511pb Junto con el iniciador
GTGACGCCCG | las ArgExtF, se utilizan para
transforma verificar que la
ntes construccion para
Atvsepl interrumpir al gen se inserto

en en el locus correcto.
Amplifican rio abajo del
locus de tvsepl.
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TvhydiilExtF GCCGTAGGAC | DNA  de | 1863pb Junto con el iniciador
AGCCGCATAA | las ArgextR, se utilizan para
transforma verificar que la
ntes construccion para
Atvhydiil interrumpir al gen se insert6
en en el locus correcto.
Amplifican rio arriba del
locus de tvhydiil.
TvhydiilExtR TCGAAGATGA | DNA  de | 2184pb Junto con el iniciador
GCACGCCCAC | las ArgExtF, se utilizan para
transforma verificar que la
ntes construccion para
Atvhydiil interrumpir al gen se inserto
en en el locus correcto.
Amplifican rio abajo del
locus de tvhydiil.
HygExtF CGTCCGAGGG | DNA de Se utiliza junto con los
CAAAGGAAT | las iniciadores "ExtF" para
AG transforma verificar si la construccion
ntes de T. para interrumpir los genes
atroviride se insertd en el locus
correcto. Amplifican rio
arriba del locus.
HygEXtR CCACTAGCTC Se utiliza junto con los
CAGCCAAGCC iniciadores "ExtR" para
verificar si la construccién
para interrumpir los genes
se insert6 en el locus
correcto. Amplifican rio
abajo del locus.
Tatrx2ExtF GGCTTTTGGC | DNA de | 2176pb Junto con el iniciador
GATAAGGAA | las AHygEXtR, se utilizan para
GC transforma verificar que la
ntes construccion para
Atatrx2 interrumpir al gen se inserto

en en el locus correcto.
Amplifican rio arriba del
locus de tatrx2.
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Tatrx2ExtR AATGGATCGT | DNA  de | 2360pb Junto con el iniciador
TGTCGCCCGG | las HygExtF, se utilizan para
transforma verificar que la
ntes construccion para
Atatrx2 interrumpir al gen se insert6
en en el locus correcto.
Amplifican rio abajo del

locus de tatrx2.
TacfemlExtF GGCAACAGCT | DNA de | 2374pb Junto con el iniciador
AGTGTCGCCC | las AHygEXtR, se utilizan para
transforma verificar que la
ntes construccion para
Atacfeml interrumpir al gen se inserto
en en el locus correcto.
Amplifican rio arriba del

locus de tacfem1.
Tacfeml1lExtR CTTGAACCGA | DNA de | 2303pb Junto con el iniciador
GCCCGAATGC | las HygExtF, se utilizan para
transforma verificar que la
ntes construccion para
Atacfeml interrumpir al gen se inserto
en en el locus correcto.
Amplifican rio abajo del

locus de tacfeml.
Epl2ExtF GACCGGTTGC | DNA  de | 2205pb Junto con el iniciador
CAGCAATGGC | las AHygEXtR, se utilizan para
transforma verificar que la
ntes Aepl2 construccion para
interrumpir al gen se insertd
en en el locus correcto.
Amplifican rio arriba del

locus de epl2.

Epl2ExtR GTCCGTGCTT | DNA de | 2228pb Junto con el iniciador
ATGGCCATGG | las HygEXxtF, se utilizan para
transforma verificar que la
ntes Aepl2 construccion para

interrumpir al gen se inserto
en en el locus correcto.
Amplifican rio abajo del
locus de epl2.
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TamplExtF CCGAATCCAG | DNA  de | 2364pb Junto con el iniciador
CGACTTTGCA | las AHygEXtR, se utilizan para
AC transforma verificar que la
ntes construccion para
Atampl interrumpir al gen se insert6
en en el locus correcto.
Amplifican rio arriba del

locus de tampl.
TamplEXxtR ACAGGCCGCT | DNA  de | 2216pb Junto con el iniciador
GAGTGGCTGA | las HygExtF, se utilizan para
transforma verificar que la
ntes construccion para
Atampl interrumpir al gen se inserto
en en el locus correcto.
Amplifican rio abajo del

locus de tamp1.
Tacfem1SER aagcttTTACTGT | cDNA de | 282pb Junto  con el oligo
GCGGCGCAG | T. Tacfem1GFPS F.
A atroviride Amplifican el marco de
lectura abierto de tacfeml
para  soreexpresarlo en
pUEOQ8. Este iniciador tiene
sitio de corte para EcoRV

(subrayado).
Tacfem1GFPSE | gatatcATGAAG | Vector 1089pb Para amplificar de
F TTCACTCTTG | pTacfeml- pTacfem1-GFP el marco de
CTCTTGCTAC | GFP lectura abierto completo de
C tacfeml fusionado a GFP y
sobreexpresarlo en el vector
R TACAGCTCGT Tacfem1GFPSEF tiene sitio
CCATGCC de corte para EcoRV. El
iniciador Tacfem1GFPSER
tiene sitio de corte HindllI
(subrayados).

TvhydiilCompF | ctcgagAATCAA | DNA de T. | 1935pb Amplifican el gen de
GAAAGATGC | virens 29.8 tvhydiil con 1500pb rio
ACGCG arriba, para complementar
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TvhydiilCompR | gatatcTTAGAA la  mutante Atvhydiil.El
AGCAGGGGG iniciador  TvhydiilCompF
GAGGG tiene sitio de corte para
Xhol, 'y el iniciador
TvhydiilCompR tiene sitio
de corte para EcoRV. Para
clonar en el vector pUEOS.
PR1b-F CCCACAAGAT | DNA y | 77pb Par de iniciadores utilizados
TATCTAAGGG | cDNA de para las reacciones de RT-
TTCAC A. thaliana PCR ygRT-PCR
PR1b-R CCCTCTCGTC
CCACTGCAT
PR5-F ACAGGCTGCA | DNA y | 139pb Par de iniciadores utilizados
ACTTTGACG cDNA de para las reacciones de RT-
A. thaliana PCRygRT-PCR
PR5-R ACAGGCTGCA
ACTTTGACG
PDF1.2-F CGGCAATGGT | DNA y | 79pb Par de iniciadores utilizados
GGAAGCA cDNA de para las reacciones de RT-
A. thaliana PCRygRT-PCR
PDF1.2-R CATGCATTAC
TGTTTCCGCA
AA
LOX2-F TCGTGTTGGA | DNA y | 126pb Par de iniciadores utilizados
TTATCATGAT | cDNA de para las reacciones de RT-
TTG A. thaliana PCRygRT-PCR
LOX2-R CAACAGGCCT
CAATGTGCT
SID2-F TCCGTGACCT | DNA y | 124pb Par de iniciadores utilizados
TGATCCTTTC | cDNA de para las reacciones de RT-
A. thaliana PCRygRT-PCR
SID2-R ACAGCGATCT
TGCCATTAGG

113




JIN1-F GCGTTGATGG | DNA y | 223pb Par de iniciadores utilizados
ATTTGGAGTT | cDNA de para las reacciones de RT-
A. thaliana PCRygRT-PCR
JIN1-R AAATTACTGA
AGCCACTAAA
ACGAA
ACT11-S TTCAACACTC | DNA y | ~100pb Par de iniciadores utilizados
CTGCCATG cDNA de para las reacciones de RT-
A. thaliana PCRygRT-PCR
ACT11-AS TGCAAGGTCC
AAACGCAG
APT-F CCATGAGGAA | DNA de S. | ~900pb Par de iniciadores utilizados
ACCCAAGAA | lycopersicu para las reacciones de PCR
GT m y gPCR
APT-R CCTCCAGTCG
CAATTAGATC
AT
EXPRESSED-F | GCTAAGAACG | DNA de S. | ~300pb Par de iniciadores utilizados
CTGGACCTAA | lycopersicu para las reacciones de PCR
TG m y gPCR
EXPRESSED-R | TGGGTGTGCC
TTTCTGAATG
Tvlysm1l Cherry | ggatccATGAAG | cDNA de | 2382pb Par de iniciadores utilizados
F AATCTTTTGC | T.virens para amplificar el marco de
TTG lectura abierto de tvlysml.
seutilizaron en la PCR1
Tvlysml Cherry | CATGTTATCC para fusionar a mCherry. El
Quim R TCCTCGCCCT iniciador Tvlysm1Cherry F
TGCTCACCAT tiene un  sitio  de
GCTCAGTATG reconocimiento  para la
CTATGATTTA enzima de  restriccion
TCAGATACAT BamHI (subrayado).
G
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Tvlysm1SE R gaattcTCAGCT | cDNA de | 2352pb Junto con el iniciador
CAGTATGCTA | T. virens Tvlysm1Cerry F, se
TGA utilizaron para amplificar el
marco de lectura abierto del
gen tvlysml, y generar las
cepas sobreexpresantes. El
iniciador TvlysmlSE R
tiene un sitio de
reconocimiento para la
enzima de restriccion EcoRl
(subrayado).
Tatrx2 Cherry F | ggatccATGCAT | cDNA de | 1521pb Par de iniciadores utilizados
CACAAGCGTC | T. para amplificar el marco de
TTGCT atroviride lectura abierto de tatrx2.
seutilizaron en la PCR1
Tatrx2  Cherry | CATGTTATCC para fusionar a mCherry. El
Quim R TCCTCGCCCT iniciador Tatrx2Cherry F
TGCTCACCAT tiene  un  sitio  de
CAGCTCATCG reconocimiento  para la
TGCTCGTCCT enzima de restriccion
BamHI (subrayado).
Tatrx2 SE R 2agcttCAAGTT | cDNA  de | 1749pb Par de iniciadores que se
GGTGATCAAA | T. utilizaron para amplificar el
TTCG atroviride marco de lectura abierto del
gen tatrx2, y generar las
Tatrx2 SE F QoatccATTCTT cepas sobreexpresantes. El
TTCCTGCATC iniciador Tatrx2SE R tiene
ACCAC un sitio de reconocimiento
para la enzima de
restriccion Hndlll
(subrayado). El iniciador
Tatrx2SE F tiene un sitio de
reconocimiento para la
enzima de  restriccion
BamHI (subrayado).
Tacfeml Cherry | ggatccATGAAG | cDNA de | 303pb Par de iniciadores utilizados
F TTCACTCTTG | T. para amplificar el marco de
CTCTTGC atroviride lectura abierto de tacfeml.
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Tacfem1Cherry | CATGTTATCC seutilizaron en la PCR1
QuimR TCCTCGCCCT para fusionar a mCherry. El
TGCTCACCAT iniciador Tacfeml1Cherry F
CTGTGCGGCG tiene un sitio de
CAGAGAGCCT reconocimiento para la
enzima de  restriccion
BamHI (subrayado).
Tacfem1SE F 0gatccGCTGCC | cDNA de | 536pb Par de iniciadores que se
TGCCTTCGAG | T. utilizaron para amplificar el
TTCA atroviride marco de lectura abierto del
gen tacfeml, y generar las
Tacfeml SER | aagcttCGGAAT cepas sobreexpresantes. El
ATAGTCTTTT iniciador Tacfem1SE R
GGAACC tiene  un  sitio  de
reconocimiento para la
enzima de  restriccion
Hindlll  (subrayado). El
iniciador TacfemlSE F
tiene un sitio de
reconocimiento para la
enzima de  restriccion
BamHI (subrayado).
Epl2 Cherry F 0gatccATGCAG | cDNA de | 471pb
CTCTCAAATA | T.
TCTTCACCG atroviride Par de iniciadores utilizados
para amplificar el marco de
Epl2 Cherry | CATGTTATCC lectura abierto de epl2.
Quim R TCCTCGCCCT seutilizaron en la PCR1
TGCTCACCAT para fusionar a mCherry. El
ATTTGCTTTA iniciador Epl2Cherry F
TGTGCATTTG tiene un sitio de
GG reconocimiento para la

enzima de  restriccion
BamHI (subrayado).
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Epl2 SER aagcttTTAATTT | cDNA de | 450pb Junto con el iniciador
GCTTTATGTG |T. Epl2Cerry F, se utilizaron
CATTTGGGAG | atroviride para amplificar el marco de
GCC lectura abierto del gen
tvlysm1, y generar las cepas
sobreexpresantes. El
iniciador EplI2SE R tiene un
sitio de reconocimiento
para la enzima de
restriccion Hindlll
(subrayado).
Tvhydiil Cherry | ggatccATGCAG | cDNA de | 342pb Par de iniciadores utilizados
F TTCCTCGCCG | T. virens para amplificar el marco de
TTGCCGCTCT lectura abierto de tvhydiil.
seutilizaron en la PCR1
Tvhydiil Cherry | CATGTTATCC para fusionar a mCherry. El
Quim R TCCTCGCCCT iniciador TvhydiilCherry F
TGCTCACCAT tiene  un  sitio  de
GAAAGCAGG reconocimiento  para la
GGGGAGGGG enzima de restriccion
ATCAGTGCAG BamHI (subrayado).
AG
Tvhydiil SE R aagcttTTAGAA | cDNA de | 321pb Junto con el iniciador
AGCAGGGGG | T.virens TvhydiilCerry F, se
GAGGGGA utilizaron para amplificar el
marco de lectura abierto del
gen tvhydiil, y generar las
cepas sobreexpresantes. El
iniciadorTvhydiilSE R
tiene un sitio de
reconocimiento para la
enzima de  restriccion
Hindlll (subrayado).
mCherry- F ATGGTGAGCA | vector 717pb Par de iniciadores utilizados
AGGGCGAGG | pRSET-B- para amplificar el marco de
A mCherry lectura abierto de mcherry.
seutilizaron en la PCR1
Hindlll mCherry | aagctCTACTTG para las fusiones a
R TACAGCTCGT mCherry.  El iniciador
CCATGC

HindIll-mCherry R tiene un

sitio de reconocimiento
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para la enzima de

restriccion Hind111

(subrayado).
EcoRl mCherry | gaattcCTACTTG | vector 717pb Junto con el iniciador
R TACAGCTCGT | pRSET-B- mCherry-F, utilizados para
CCATGC mCherry amplificar el marco de

lectura abierto de mcherry.
seutilizaron en la PCR1
para las  fusiones a
mCherry.  El  iniciador
EcoRI-mCherry R tiene un
sitio de reconocimiento
para la enzima de
restriccion EcoRlI
(subrayado).
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APENDICE B. Mapas de vectores y fusiones.

Vector pAvrlb-GFP (~4500pb)

(1115 HindIn
(1323) Sphi
(1091) Semol - Xhol \
(1003) Pstl \
(1004] Bfmd ~_ \

(257) Hpyl881* —
“— Btgl - Neol (234)

(7% Van911
Taal (7%

(745) NmeAlll
Baul (o)

(730) Bme13901% - Mval
BseSI - BrgZl (<)

(7me) BaskKI* - EcolIl* - StyD4ar*

Mscl (0e)
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Vector pTvlysm1-GFP (~4500pb)

Clat* (um
BglLl (1)

Benl (154)

(961) Pvell

(332) Hpyl88I*

~GFP
1200 bp

(520) NweALIY — Stull (%)
- Sall - SgiDI (%7
_ Acel (xo)
~ 13611 (am)
Eco241 - Sstl (&7
Spel (43

| Ecos21. Nett w4
Bah12851 (43)

(795) Hinfl - Pet

Taal (4=

Baul 473

(e90) Bl » BseS1 (w4)

(641) Btsel

(s01) Msel
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Vector pTacfem1-GFP (~4500pb)

(1027) Pvall

pTact em1-GFP
1266 bp

(538) Van911—

(ae1) Plel

Ecol4l - Sstl (413
Spel (473)

| EceS2I . Notl (43
Bah12851 (@)

(756) Bfel

(867) Mscl BseSI - Brgll (=)
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Vector pEpl2-GFP (~4500pb)

(1183) HindllX
(116%) Sphl - Xeel
(1157) Sewel - Xhol
(L154)

Pl \\\\ Nhel (29) ]
(1% Shml \ | BapOl (e
(l(um) PapFlL \\\

\
\ -

) Pvull

Bah128S1 (411)
Taal (sa1)

Baul 4s4)

BaeSI - BtglZl (4
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Vector pTvhydiil-GFP (~4500pb)

(1180) HindIn
(1342) Sphl - Xeel
(113 Smol - Xhel
{ Nbel (%)

Clal* (138)
Bl 13

(53) Pvull .

Bl (4x)

(611) Btsel Mscl (5
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Vector pNeg-GFP (~4500pb)

Clalr* (us)
Bgitt (1m)

(1333 Aast

Eco01091 - PspSH (1)

(3022) Pwull EcoltV (241)

Bpul1021 - Dded (20)
Mboll* (253)

~ BapCNI ()
T BaeMII (34
928 Adel
i - Xeml (47)
(901) Van911 T BaeMI (um)

(873) NmeALll

Bsh12881 (&1

(743) Bfel

BseS1 - Brgll (=)
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Vector pJET 1.2/Blunt (2974pb)

(9) Pstt Bpil (51)
/ Fagl (s
R
Adel (225
o
Bvel (210)
r/’
."v’
EcoS21 - Notl (29)
| Kpn2l (&3
| ',' ’Md PapXl - Xhel =)
|/ seserii0l (=)
L~ _ EcoRV (171
o Xbal (T7)
- Btgl - Ece1301 - Neol (40)

— Clal 18

() Pamd
\
- HindIll (624)

(2475) Rsal - Scal
(3474) CapSIL
(3473) Tarl~—
- BbvCl - Bpulll (ny)
T Mval2691 (722)
Esp3l ()
Mssl (76

(2% Pvul
T Munt ()

T Smaull (344
" Lgul (s

(2147) NeseAIIl
(s Bgll T
{207%) CHr101—)

(063) Geul "\
() Bew31l -
(200s) BAL

(190%) Eam11051°

Aasl (1310)
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Vector pUEOS

wmnt, Ssply Szpl
Hpal.

My
e

—
e

. ";-BssH H
e Kl

pUEOS
6.1 kb

Hpa |~ /

" y NSstl 3

oy 11 SBssH 11
\afl il
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Vector pPRSETB-mCherry.
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Fusion Epl2-Cherry.

(506) Alw211
(502) Alw441

(472) Mscl [ |
(402) Alw261 - Eco311
(375) Eco721
(360) BseMI
(318) Sspl
(314) Dral
(313) Msel

(280) Xcel | |

(243) CacBI

(168) Bfil - PasI
(163) BseNI | |
(162) Tsol
\

(110) Eam11041 \
(53) Btsal

(1) BamHI - Psul
(0) Start \

Dominio de Translocacion RSLR
Péptido Sefial de Secrecién

Codén de Inicio

Fusion Tacfem1-Cherry.

(424) TaqIl

(361) Baul
(349) Eco241
(339) TspGWI
(338) Alw211
(334) Alw441

Eco241 (517)
| Baul (529)

(304) MscI |
(233) Csil \
(162) XapI |
|
(138) TscAl
(131) BtsIMutl |
(130) Bvel
(104) Munl “ |
(47) Accl \ (f
(1) BamHI - Psul |
(0) Start |

Péptido Sefal de Secrecién

Taqll (532)
Eam11051 (636)

Epl2-Cherry
1158 bp

Eam11051 (468)
pu21l (504)

Tacfem1-Cherry
950 bp

BfmI (733)
Pstl - Sdal (797)

Bpil (877)

BfmI (625)
PstI - Sdal (629)

Btgl - Ncol (875)

BseYI (881)
| PspFI (8a5)
| MbilI (500)

Cail (48)

BbvCI - Bpul0I (s80)

AasI (%2)

| ICseI (985)

MspA1l - Pvull (1020)

| Benl (1025)

| Bsgl (1036)

| | HincII (1041)

|l ONI (1084)

Cfr101 - SgrAI (1123)

Xeml (1128)

I | NmeAIIT (1130)

| |/ ! Bspl407I - Tatl (1142)
HindIII (1153)

End  (1158)

Btgl - Ncol (707)
Bpil (709)

| BseYI - Van91I (713)
PspFI (717)

| | MbiI (732)

BbvCI - Bpu10I (812)
Aasl (814)
Csel (817)
MspA1l - Pvull (852)
Benl (857)
|| | Bsgl (868)
| HincII (873)
OliI - Rsel (316)
Cfr101I - SgrAlI (955)
| XcmI (960)
NmeAIII (962)
|/ Bsp1407I - Tatl (974)
HindIII (985)
End  (9%0)

1l I/ /
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Fusion Tatrx2-Cherry.

(734) Bful
(735) Xcel
(731) AAIIIL - Pscl |
(631) PdmI

(541) Eam11041 |

(395) Sstix |

(342) BseNI |

(312) Bvel |

(247) sal1 |

(83) BsaWI |

(55) sfit |
(11) NsiI \

(1) BamHI |
(0) Start | |
1 |

Péptido Sefial de Secrecién

Fusion Tvhydiil-Cherry.

(143) Accl
(142) Sall
(129) BseNI |
(123) Bfil - Cac8I | | P
(20) Psyl | | | (377) Alw211
(49) BstAPI |1 (373) Alw441
1 \
(1) BamHI - Psul \ (343 Mscl |

(0) Start 1 (290) Gsu[‘

(1422) Eco471 - Eco01091 - PspSII
(1243) Bsell ‘

Dominio KELK

Tatmc2-Cherry
2208 bp

BfmI (664)

TaqlIl (463)
Eam11051 (507)

Ppu21l (543)
Smul (561)

Alw441 (1552)
Baul (1579)

Pstl - Sdal (668)

Eam1105T (1686)
Ppu21I (1722)
Pstl - Sdal (1847)
Van91I (1331)
Mbil (1550)
Cail (1998)
‘ Benl (2075)
Bsgl (2086)
| ONI - Rsel (2134)
Bsp14071 (2152)
HindIII (2203)
| End  (2208)

Ncol (746)

Bpil (748)
| BseVI - vanoir (752
PspFI (7s6)

BbvCI - BpulOI (851)

MspAll - Pvull (891)
Bcnl (89%)

‘ Ol - Rsel (s55)

Cfri01I - SgrAl (s94)
| Xcml (999)
| Bsp14071- Tatl (1013)
| | HindII (1004)
| || [ End (1029)
| | |

I > >

Codén de Inicio | Dominio de Translocacién HGLR
Péptido Sefal de Secrecién

Tvhydiil-Cherry
1029bp
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APENDICE C. Medios de cultivo

MEDIO COMPOSICION (100mL)
) 0.445g medio Murashige & Skoog (Phyto Technology Laboratories)

Murashige -
Skoog (MS) | 3g de sacarosa (Bioxon)
1X

0.7g de agar bacterioldgico (Bioxon)

) 0.089g medio Murashige & Skoog (Phyto Technology Laboratories)

Murashige -
Skoog (MS) | 0.6g de sacarosa (Bioxon)
0.2X — .

0.7g de agar bacterioldgico (Bioxon)

) | 1% de Cloruro de sodio (Karal)
Medio Luria
Bertani 1% de peptona biotriptasa (Bioxon)
LB

(LB) 0.5% de extracto de levadura (Bioxon)

1% de Cloruro de sodio(Karal)
Agar Luria | 1% de peptona biotriptasa (Bioxon)
Bertani
(LBA) 0.5% de extracto de levadura (Bioxon)

1.5% de agar bacterioldgico (Bioxon)
Caldo papa
dextrosa 2.4g de medio caldo papa dextrosa (Difco).
(PDB)
Medio agar
papa . :
dextrosa 3.9g de medio agar papa dextrosa (Difco)
(PDA)
PDA 3.9g de medio agar papa dextrosa (Difco)
selectivo 9.1% de sorbitol (Golden Bell)
PDA suave | 2.4g de medio caldo papa dextrosa (Difco).
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18.2% de sorbitol (Golden Bell)

0.7% de agar bacteriologico (Bioxon)

Solucion de
macroelementos
(750mL)

150g de citrato de sodio pentahidratado

250q de fosfato diacido de potasio

100g de nitrato de amonio

10g de sulfato de magnesio heptahidratado

5¢g de cloruro de calcio dihidratado

Solucién de biotina
(100mL)

5mg de biotina

100mL etanol al 50%

Medio 2.5¢g de acido citrico monohidratado
minimo Solucion de 2.5¢ de sulfato de zinc heptahidratado
Vogel 50X | 0.5g de sulfato de hierro (I1) y amonio hexahidratado
elementos traza 0.125g de sulfato de cobre pentahidratado
(50mL) 0.025g de sulfato de manganeso monohidratado
0.025¢ de acido bdrico
0.025¢g de molibdato de sodio dihidratado
Se esterilizan todas las soluciones, a la solucion de macroelementos se le
agregan 5mL de la solucion de biotina y 5mL de la solucion de elementos
traza y se afora a 1L. Todo en esterilidad.
) 2mL de medio Vogel 50X
Medio
minimo 1.5% de sacarosa (Bioxon)
Vogel 1X S— i
1.5% de agar bacterioldgico (Bioxon)
Vogel 100mL medio minimo Vogel 1X
selectivo 9.1% de sorbitol (Golden Bell)
2mL de medio Vogel 50X
1.5% de sacarosa (Bioxon)
Vogel suave
18.2% de sorbitol (Golden Bell)
0.7% de agar bacteriologico (Bioxon)
Medio 0.2g de sulfato de magnesio heptahidratado
Minimo de | 0.9g de difosfato de potasio
Trichoderma
(MMT) 0.2g de cloruro de potasio
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para 1L

1g de nitrato de amonio

2mg de sulfato de hierro heptahidratado

2mg de sulfato de zinc heptahidratado

2mg de cloruro de manganeso heptahidratado

29 de asparagina

20g de glucosa

20g de agar bacterioldgico
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APENDICE D. Secuencias de los genes seleccionados

Tvlysm1, DNA (3266pb)

5’ CLTATAATACCTTCEGTTGATAATGAGAAATATATGGCCAAAAGACEGGECEEAATCATTACCATTEEGAAGAAEETCGCGGCCETCGGTCAAGTTTCGGCT
I

3

I Il 3 ] I ] 1 ] I | 1 ] I ] I ] y ] I Il

I T T N T T T T T T T T T T T T T T T T T
ATATTATGGAAGGCAACTATTACTCTTTATATACCGGTTTTCTGCCCCGGCTTAGTAATGGTAAGGCTTCTTCCAGCGCCGGGAGCCAGTTCAAAGCCGA

GCCCACATAACAGCTGAGCCTTACCCGTCGAGAGATTCAGGATCAACCGCTTACACACTCGCATCTAAACGTTGACTTTATGAAACTCTACATGTTCATG
+ } + } + } + } + t + } + } + } + } + }
C666TETATTGTCGACTCGGAATGGGCAGCTCTCTAAGTCCTAGTTGECGAATGTETGAGCGTAGATTTGCAACTGAAATACTTTGAGATGTACAAGTAC

ATGAAGAATCTTTTGCTTGTATTGTCCCTCCTGGGCGGTTTCGCCCCCCTTGCTGCTACTGTTTCGCTCAATAGCCGCGCTACCGGGTTCCAGCTCGTTA
t } + } + } + } + } + } + } t } + } t }
TACTTCTTAGAAAACGAACATAACAGGGAGGACCCGCCAAAGCGGGGGGAACGACGATGACAAAGCGAGTTATCGGCGCGATGGCCCAAGGTCGAGCAAT

[ ORF EL

CCAACAAGCAGCTAGAAGGCTCTAAACTCAACTCCAACTGCCAGCAGTTACTGCAGCAGGCAATTCAGTGCGATGAATACGTCGCCAATTTTCGCGAGAG
B B o o L B L S e B B e B T L B B B e o e L o S BN S
GGTTGTTCGTCGATCTTCCGAGATTTGAGTTGAGGTTGACGGTCGTCAATGACGTCGTCCGTTAAGTCACGCTACTTATGCAGCGGTTAAAAGCGCTCTC

ORF E1

GGGCTACCGCGGTTCTCTCGACAGCCCTGCACTGACCGACAGCGTCTGCCAGGCCACCTGTGAGAGATCTCTACTCAACACTAGGAGACGCCTTGCCGCC
1 : Il | y

Il Il 1 | 1 1 1 1 y 1 1 ] 1 I |
R B B B B B L e e i

CCCGATGGCGCCAAGAGAGCTGTCGGGACGTGACTGGCTGTCGCAGACGGTCCGGTGGACACTCTCTAGAGATGAGTTGTGATCCTCTGCGGAACGGCGE
ORF E1

GTCTGCGCTTCAACACCTGATTTGATCCCCGGATACCCCGTCGCGACGCTTATCGAAACGACGCTTGCCGGCTGGAACGAAACCTGCCTCAAAGACAAGG

USSR N S I NS SN ST T U S S T S TN N S AN ST S S ST T T T S S S A S SN ST S S AU SN T N ST AT S S A WY
t T + T 1 T t T 1 T t T + T t

e e L ]
T ' T T 1

CAGACGCGAAGTTGTGGACTAAACTAGGGGCCTATGGGGCAGCGCTGCGAATAGCTTTGCTGCGAACGGCCGACCTTGCTTTGGACGGAGTTTCTGTTCC
ORF E1

ACACTGGAGAGTACTGCAATAGTGAGTCGACGCGCCGCCACCATAGCTCTGGCGTCTTTTCTGTCGGCTAACTGTATTACGCAGACATTATCGATGCCTT
I ] L ! I | i ] I | I ] ; 1 I ] ; 1 I |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
TGTGACCTCTCATGACGTTATCACTCAGCTGCGCGGCGGTGGTATCGAGACCGCAGAAAAGACAGCCGATTGACATAATGCGTCTGTAATAGCTACGGAA

ORF E1

[ Intrén 1 ]

TGAGGATTACGATAGTCTCGAAGCCATGCCTGACGCGCAGTTGTGCTCCTACTGCTACGGAGCCAAGCTACGCATGATGCAGCAGTCGCCGTACTCTGCA

i ] L ! I | i 1 I ! i ] L ! I ] ; 1 I |

t 1 t T t ] + T + T t 1 t t t 1 t T t {

ACTCCTAATGCTATCAGAGCTTCGGTACGGACTGCGCGTCAACACGAGGATGACGATGCCTCGGTTCGATGCGTACTACGTCGTCAGCGGCATGAGACGT
ORF E1

TACGACGAGCTCTTTGCTCAGGCACTGGAAATTGTCAATAAGCGTGAGGTCATTTCAATTGCAAATCTAGATGACGAATGCTGACTTGTCGTAGGGTGCA
L A S S M SRR
ATGCTGCTCGAGAAACGAGTCCGTGACCTTTAACAGTTATTCGCACTCCAGTAAAGTTAACGTTTAGATCTACTGCTTACGACTGAACAGCATCCCACGT

ORF E1

[ Intron 2 ]

ATGTCAAAGGGCCAACCGATACTCTCTCTCCGCCCATCAACGTCAACGTCACCAGACCCAGCGTGTGCACCAGCAAGCAGACGCACAGCACACGCAACGG

TACAGTTTCCCGGTTGGCTATGAGAGAGAGGCGGGTAGTTGCAGTTGCAGTGGTCTGGGTCGCACACGTGETCGTTCGTCTGCGTGTCGTEGTGCGTTGCC
ORF E1

CGACACCTGCGACAGTATTGCTCTGGCAAACTCTGTGTCGGCGGCGTCGCTCTTCTTCCTCAACCCCAACCTGCTCAACTGCAGCAGTGTGCCCGCGGGC

GCTGTGGACGCTGTCATAACGAGACCGTTTGAGACACAGCCGCCGCAGCGAGAAGAAGGAGTTGGGGTTGEACGAGTTGACGTCGTCACACGGGCGCCCG
ORF E1

CTGGAGCTCTGTTTGCCAGAGAAATGCAGCGAGCTATACAAGGTCCAGAGCAAGGATGAGGACTGCGTGGCGATTGGCGTGCGGTACGGCACGTCGTGGE
1 1 L | Il l 1 | I | 1 l L | I l L | I ]

T T T T T T T T T T T T J T T T T T T T
GACCTCGAGACAAACGGTCTCTTTACGTCGCTCGATATGTTCCAGGTCTCGTTCCTACTCCTGACGCACCGCTAACCGCACGCCATGCCGTGCAGCACCC
ORF E1

CCAAGCTTGTCAAGTGGAACCTGGCTCTCAAGGATGACTGCCGGAACATTTACAGCACCGATCCCTTCTGGGGCCGAGTGATCTGCGTTAGCCAACCCGG
I Il 4 Il I 1 } Il I 1 1 Il 4 | I Il 4 Il I 1

t T t 1 t ] t 1 t T t T t 1 + t t 1 + ]
GGTTCGAACAGTTCACCTTGGACCGAGAGTTCCTACTGACGGCCTTGTAAATGTCGTGGCTAGGGAAGACCCCGGCTCACTAGACGCAATCGGTTGGGCC
ORF E1
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CGGCGAGTATACCGACCCTGGCTCTCCCGGCACTACCCCTGGCAACGGGGACATTGGCGGCGAGGGAGGCTCTGETGACGGCTACGCTAACCAAGTTGTC
I Il 1 ! I | 1 ] I l 1 1 | I ] 1 ] I
+—+ t T+ e T e 1 e o e L L B e o e o 1 +

GCCGCTCATATGGCTGGGACCGAGAGGGCCGTGATGGGGACCGTTGCCCCTGTAACCGCCGCTCCCTCCGAGACCACTGCCGATGCGATTGGTTCAACAG
ORF E1

GCTCCGCCGGATGGGGCCAAAGTAGCCGAGGGCACGACCAACAACTGTGGCAAGTATATCCAGGCCGAGAAGGGAATCAGGTGCCCGAGCCTGCTTGCCA
L 1 I | i 1 1 ] I | I | I | L Il L ] I 1
T T N T N T ' T N T T T N T T T ' T T T

CGAGGCGGCCTACCCCGGTTTCATCGGCTCCCGTGCTGETTGTTGACACCGTTCATATAGGTCCGGCTCTTCCCTTAGTCCACGGGCTCGGACGAACGGT
ORF E1

AGCGGGCCATGCCCATGGACCTGTTCTTGAAGATTAATCCCTCACTCGGCTCTGTCGCCGAGTGTGACAGCAAGATTGTTCCTGGCCTGTGGTACTGCCT

Il 1 I | I 1 1 | I | Il ] Il | I Il L ] I 1
A+ 1 1 T 1 T t T 1 T t 1 1 T+ t 1 t T t T

TCGCCCGGTACGGGTACCTGGACAAGAACTTCTAATTAGGGAGTGAGCCGAGACAGCGGCTCACACTGTCGTTCTAACAAGGACCGGACACCATGACGGA
ORF E1

AAACCCGGTTCACGGCTGGGACCAAGTCCGTGTCTAACACGCGACCAACCGTGATCCGCAGCGCTATGTAACGGTGCCTTCATGTAGTTAAAATTGATTC
t } t ] + } f } + f t t t } + } ; } + }
TTTGGGCCAAGTGCCGACCCTGETTCAGGCACAGATTGTGCGCTGGTTGGCACTAGGCGTCGCGATACATTGCCACGGAAGTACATCAATTTTAACTAAG

ORF E1

[ Intron 3

ATGGACTGGCATAAGCCCTTCGACATTCACTTCCGCAGGTCCCGTCTTTGTGCCCCTCTCGCGTAAATTACAACTTTCTTGAGACTCTCCTGCTCGCCAT
s 1 4 ! s 1 L | s I s | 4 | s ! ; | s
T T N 1 T T ' T N T T T T 1 T T ' T T T

TACCTGACCGTATTCGGGAAGCTGTAAGTGAAGGCGTCCAGGGCAGAAACACGGGGAGAGCGCATTTAATGTTGAAAGAACTCTGAGAGGACGAGCGGTA
ORF E1

Intron 3 ]

GCCCCAGTCATTTTTAGAAATAAGATGCTTACTGGAATCAAGAACTATTCTTCCTCGCGTGTGATCATCTGCAATGTTGACATTACAATTAACTAATCAA
bt | PRI S SRS S A N | IR SR | PRSI PR S | PRPEE BRI R | PR IPEPE I R R I 4t
+—+ t R o -+ T e 1 R o e R + A 1 +

CGGGGTCAGTAAAAATCTTTATTCTACGAATGACCTTAGTTCTTGATAAGAAGGAGCGCACACTAGTAGACGTTACAACTGTAATGTTAATTGATTAGTT
ORF E1

[ Intron 4

TGGTGGCTCTAAGGCGACCTACACTCTCATCAACCTCATGTTCCTTCAGCAACGAGAGTTGCTGCCACCACCGTCGTAGGATTCAGTTCCCACCGTCCGG

1 1 I ! 1 1 I ] I ! 1 ] 1 ! 1 ] ! Il 1 1
t T t T t T t T 1 T t T T t T + T t T

ACCACCGAGATTCCGCTGGATGTGAGAGTAGTTGGAGTACAAGGAAGTCGTTGCTCTCAACGACGGTGGTGGCAGCATCCTAAGTCAAGGGTGGCAGGCC
ORF E1

Intron 4

TAGCTCGCAGGATTTATTAAGCTTACTTATCGTTGGCCTCCTGACCTGTTATGTCACAAGCCAACTGCAACTTTCTTCATCCGCCCAACAGCCTGCCAAG
e e A S A A TN AN N
ATCGAGCGTCCTAAATAATTCGAATGAATAGCAACCGGAGGACTGGACAATACAGTGTTCGGTTGACGTTGAAAGAAGTAGGCGGGTTGTCGGACGGTTC

ORF E1

Intron 4

CACGGCATGCTGCGGGTTACCGTATAACAACATTGAAGGTTCGGCTCCACCATGATTTCGGCCATCATCCGGCTCGTCGTACCGCAACTCCGTGAACAAG
I Il I ! I 1 I 1 I ! 1 ] 1 1 I ] ! Il I 1
-+ T t T t T t T t T LI e T t T t T t

GTGCCGTACGACGCCCAATGGCATATTGTTGTAACTTCCAAGCCGAGGTGGTACTAAAGCCGGTAGTAGGCCGAGCAGCATGGCGTTGAGGCACTTGTTC
ORF E1

Intron 4

AAAAATTTTCTTTTCTTCTCATGACTGAAAATCGTTGGCAATACCCCGGTCAACGGGATGAGGAGCAAGGTTTCGTGCAGGAATAATTGTCTGCTGTTAT
i ] I 1 I Il i ] I Il I ] I 1 I ] ; l I 1
T T N T N T ' T N T N T N T T T ! T N T

TTTTTAAAAGAAAAGAAGAGTACTGACTTTTAGCAACCGTTATGGGGCCAGTTGCCCTACTCCTCGTTCCAAAGCACGTCCTTATTAACAGACGACAATA
ORF E1

Intron 4

TCTTTTCCGCTATCATGAATCCTATAAGCTTGGCATCCACCGACBACCCGTCGECCCCTATGAACGGGTGGGCGCAGAGTGGAAGGCCAACAAGGCAAAA
t 1 + f + 1 : } + } t } + f t } . } t |
AGAAAAGGCGATAGTACTTAGGATATTCGAACCGTAGGTGGCTGCTGG6CAGCCGGGGATACTTGCCCACCCGCETCTCACCTTCCGGTTGTTCCGTTTT

ORF E1

Intron 4
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AGCAGCAGGGCAAGTCCGAAATGGCATATAAGTTGGGTTTATGTAGTTTCGTGTTCTGCTTGTGGTAGTATTCCGCAGATGAGCGCCAGCACAAGGCATA
t } + i + } t } t f t } t i t } 1 } t }
TCGTCGTCCCGTTCAGGCTTTACCGTATATTCAACCCAAATACATCAAAGCACAAGACGAACACCATCATAAGGCGTCTACTCGCGGTCGTGTTCCGTAT

ORF E1

Intron 4

CACCATGAAGCTTCTGTTAGCTCTCTTGAATGGGCTTTTCATTGTCCCGGCCATCTTGGCCGCTCCTCACGCCCGCACCAAGCGCGGTGAGAAGCCCGTC
1 1 : ] I | 1 ] 1 1 1 ] 1 ] I ] y ] I ]
I B o o o o o o T I o I o o o o o L o o B o o o B B O B e o o o o e e

GTGGTACTTCGAAGACAATCGAGAGAACTTACCCGAAAAGTAACAGGGCCGGTAGAACCGGCGAGGAGTGCGGGCGTGGTTCGCGCCACTCTTCGGGCAG
ORF E1

Intrén 4

GGCAAGGTCGATCCCGAAACTGCCTCGGACTGCACGTACTGGGAAGAGAAGACTGATGCCTCTGTGACTTGTGACAGTCTCCAAGCTGCGTGGTCCATCT

; | ; ! s ! : 1 s I : | ' ! s 1 ; ! y |

L T ¥ T T T T T T T T T T T T T T 1 T T

CCGTTCCAGCTAGGGCTTTGACGGAGCCTGACGTGCATGACCCTTCTCTTCTGACTACGGAGACACTGAACACTGTCAGAGGTTCGACGCACCAGGTAGA
ORF E1

CEGCCAACGACTTTCGCGAGTGGGTGGGTTTTCGAGCTTGTTGAGAGECGETGETGTCGATTATGTACTAACACGGCTGCAGAACCCCCTCETCAAAGAT
+ } + t + } + } + } + } + t + } t } + }
GCCGGTTGCTGAAAGCGCTCACCCACCCAAAAGCTCGAACAACTCTCCECCACCACAGCTAATACATGATTGTGCCGACGTCTTGGGGGAGCAGTTTCTA

ORF E1

[ Intron 5 |

GACTGCAGCGGCATGAAGATTGACAACTCGTACTGCGTCGAGGTCAATTTTGGTCTTCCCAGGAGCACAACCACCCAGCCAACTACCGTACCTAGCGCTA
St A1 AN R NSNS A N
CTGACGTCGCCGTACTTCTAACTGTTGAGCATGACGCAGCTCCAGTTAAAACCAGAAGGGTCCTCGTGTTGGTGGGTCGGTTGATGGCATGGATCGCGAT

ORF E1

CTTCCACCGATAATGGCGTAATTACACCTACTCCGACCCAGCCCAACATGGTTGACAACTGTAACAAGTTCTACCTCGTCAAGGAGGACGAGAGCTGCGC

R

GAAGGTGGCTATTACCGCATTAATGTGGATGAGGCTGGGTCGGGTTGTACCAACTGTTGACATTGTTCAAGATGGAGCAGTTCCTCCTGCTCTCGACGCG
ORF E1

CEACATTGCCTCCGCCAACGGCATCAGCGTCGAAGACTTTGEAAAATGGAACCCCAAGGTCGGCGCCCAGTGCACCGETCTATEG6CEAAGACATACGEC
+ } + } + } + } t } t } t } t } + } t }
GCTGTAACGGAGGCGGTTGCCGTAGTCGCAGCTTCTGAAACCTTTTACCTTGGEGTTCCAGCCGCGGGTCACGTGGCCAGATACCCGCTTCTGTATGCEE

ORF E1

TGCGTAGGCGTCCTTGGTTCGACCGGCAGCTCGACGGCCGTGCCGTCGACCACGACGACTACCGGCAACGGGGTCGTCACCCCCACGCCTACTCAGCCCG
; ! ; ! s | L I s I L | : ! s | ; ! s l
! T " 1 N T N T N T ' T v 1 T T ' L T 1

ACGCATCCGCAGGAACCAAGCTGGCCGTCGAGCTGCCGGCACGGCAGCTGGTGCTGCTGATGGCCGTTGCCCCAGCAGTGGGGGTGCGGATGAGTCGGGE
ORF E1

GCATGGTCGACAACTGCAATAAGTTCTACTTTGTCAAGGAAGGCGATGGCTGCGCCGACATTATCACCAACAGCGGCATCAGCATGGAGGATTTCGCCAA

CGTACCAGCTGTTGACGTTATTCAAGATGAAACAGTTCCTTCCGCTACCGACGCGGCTGTAATAGTGGTTGTCGCCGTAGTCGTACCTCCTAAAGCGGTT
ORF E1

ATGGAACCCCAAAGTTGGCCCTAAATGCACGGGGCTCTGGGCCAAGACGTATACCTGCGTCGGTATTCTTGGCTCACAAACGGGCAAGCCAACTGCCCCT

B o B B B L B o L e o e o L B e B o LIS

TACCTTGGGGTTTCAACCGGGATTTACGTGCCCCGAGACCCGGTTCTGCATATGGACGCAGCCATAAGAACCGAGTGTTTGCCCGTTCGGTTGACGGGGA
ORF E1

GCTCCTCCCAACGCGTCCGTACTACTATACTACATGTATCTGATAAATCATAGCATACTGAGCTGACAATTATTCTAGAGTCAAGACCCCCTCCCCCATT
e N S P
CGAGGAGGGTTGCGCAGGCATGATGATATGATGTACATAGACTATTTAGTATCGTATGACTCGACTGTTAATAAGATCTCAGTTCTGGGGGAGGGGGTAA

ORF E1 ]

CAGCCCGACATGATCAACTCGTGCAACAGGTTCCATTTTGTGGAATCCGGCCAGAGCTGCCAGGACATTGCTTCTCGTTACGGTGTTACCGTTTCTGAGT

I J 4 | + i 3 } 4 il 4 } 4 ! } } 4 } } |
' T T I ' T ' I T I ! T T I i T ' I T T

GTCGGGCTGTACTAGTTGAGCACGTTGTCCAAGGTAAAACACCTTAGGCCGGTCTCGACGGTCCTGTAACGAAGAGCAATGCCACAATGGCAAAGACTCA

TGACCAACTGGAACCCCAAGACTGGCAGCGACTGTTCTCGCATTTTTGGCCAGACTTGGGCTTGCG 3’
3666

ACTGGTTGACCTTGGGGTTCTGACCGTCGCTGACAAGAGCGTAAAAACCGGTCTGAACCCGAACGC1:) 5"
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Tvlysm1, cDNA (783aa)

5 ®‘~ATGAAEAATCTTTTGCTTGTATTGTCCCTCCTGGGCGETTTCGCCCCCCTTGCTGCTACTGTTTCGCTCAATAGCCGCGCTACCGGGTTCCAGCTCGTTA
I

3

1 1 1 l I Il 1 l I | 1 ] i | 1 ] 1 ] I Il

I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
TACTTCTTAGAAAACGAACATAACAGGGAGGACCCGCCAAAGCGGGGEGAACGACGATGACAAAGCGAGTTATCGGCGCGATGGCCCAAGETCEAGCAAT
1 5 10 15 20 25 30
Met Lys Asn leu Leu Leu Val Leu Ser Leu Lleu Gly Gly Phe Ala Pro Leu Ala Ala Thr Vval Ser Leu Asn Ser Arg Ala Thr Gy Phe Gin Leu Val
ORF >

Codén de Inicio

CCAACAAGCAGCTAGAAGGCTCTAAACTCAACTCCAACTGCCAGCAGTTACTGCAGCAGGCAATTCAGTGCGATGAATACGTCGCCAATTTTCGCGAGAG
} ] L | 1 | 1 | 1 | I ] L | I ] L | 1 |
T T ¥ T T T T T T T T T t T t T t t t f

GGTTGTTCGTCGATCTTCCGAGATTTGAGTTGAGGTTGACGGTCGTCAATGACGTCGTCCGTTAAGTCACGCTACTTATGCAGCGGTTAAAAGCGCTCTC

5 40 45 50 55 50 65
Thr Asn Lys GIn Leu Glu Gy Ser Lys Leu Asn Ser Asn Cys Gin GIn leu leu Gn GIn Ala Ile Gn Cys Asp Glu Tyr Val Ala Asn Phe Arg Glu Arg
ORF >
P

Dominio RYGR

GGGCTACCGCGGTTCTCTCGACAGCCCTGCACTGACCGACAGCGTCTGCCAGGCCACCTGTGAGAGATCTCTACTCAACACTAGGAGACGCCTTGCCGEC

CCCGATGGCGCCAAGAGAGCTGTCGGGACGTGACTGGCTGTCGCAGACGGTCCGGTGGACACTCTCTAGAGATGAGTTGTGATCCTCTGCGGAACGGCGE

70 75 80 85 90 95 100

Gy Tyr Arg Gly Ser Leu Asp Ser Pro Ala Leu Thr Asp Ser Val Cys GIn Ala Thr Cys Glu Arg Ser leu Leu Asn Thr Arg Arg Arg Leu Ala Ala
ORF >

Do io RYGR

GTCTGCGCTTCAACACCTGATTTGATCCCCGGATACCCCGTCGCGACGCTTATCGAAACGACGCTTGCCGGCTGGAACGAAACCTGCCTCAAAGACAAGG
f t : f t } f f t } f t : } t } : f t }
CAGACGCGAAGTTGTGGACTAAACTAGGGGCCTATGGGGCAGCGCTGCGAATAGCTTTGCTGCGAACGGCCGACCTTGCTTTGGACGGAGTTTCTGTTCC

L. .. 308 PR | 1) B PR | LA PR 1./ N AT - S B0
Val Cys Ala Ser Thr Pro Asp leu Ile Pro Gly Tyr Pro Val Ala Thr Leu Ile Glu Thr Thr Leu Ala Gy Trp Asn Glu Thr Cys Leu Lys Asp Lys

T

ACACTGGAGAGTACTGCAATAACATTATCGATGCCTTTGAGGATTACGATAGTCTCGAAGCCATGCCTGACGCGCAGTTGTGCTCCTACTGCTACGGAGC
n | , I s | n I s | n | , ! s | ; I s |
' T ' T N T ' T N T ' T ! T T T ' T T T
TGTGACCTCTCATGACGTTATTGTAATAGCTACGGAAACTCCTAATGCTATCAGAGCTTCGGTACGGACTGCGCGTCAACACGAGGATGACGATGCCTCG

140 145 150 155 160 165
Asp Thr Gly Glu Tyr Cys Asn Asn lle lle Asp Ala Phe Glu Asp Tyr Asp Ser Leu Glu Ala Met Pro Asp Ala GIn Leu Cys Ser Tyr Cys Tyr Gy Ala

ORF g

CAAGCTACGCATGATGCAGCAGTCGCCGTACTCTGCATACGACGAGCTCTTTGCTCAGGCACTGGAAATTGTCAATAAGCGGTGCAATGTCAAAGGGCCA

PRI A A ETEEE SE S A .J,.J.n;|;.l....s.41.l;.;.n;...l....lnnjntjnx.un IIllilJ)l)ll\lillliJlJ‘

t t t 1 + t t 1 + T t t 1 + t t 1 +
GTTCGATGCGTACTACGTCGTCAGCGGCATGAGACGTATGCTGCTCGAGAAACGAGTCCGTGACCTTTAACAGTTATTCGCCACGTTACAGTTTCCCGGT
170 175 180 185 150 195 200

Lys Lleu Arg Met Met Gn_Gn_Ser Pro Tyr Ser Ala_Tyr Asp Gu leu Phe Ala Gin Ala_leu Glu Ile Val Asn Lys Arg Cys Asn Val Llys Gly Pro

ORF -

\«

ACCGATACTCTCTCTCCGCCCATCAACGTCAACGTCACCAGACCCAGCGTGTGCACCAGCAAGCAGACGCACAGCACACGCAACGGCGACACCTGCGACA

TGGCTATGAGAGAGAGGCGGGTAGTTGCAGTTGCAGTGGTCTGGGTCGCACACGTGGTCGTTCGTCTGCGTGTCGTGTGCGTTGCCGCTGTGGACGCTGT

Thr Asp Thr Leu Ser Pro Pro Ile Asn Val Asn Val Thr Arg Pro Ser Val Cys Thr Ser Lys Gin Thr His Ser Thr Arg Asn Gy Asp Thr Cys Asp
ORF .

NS

GTATTGCTCTGGCAAACTCTGTGTCGGCGGCGTCGCTCTTCTTCCTCAACCCCAACCTGCTCAACTGCAGCAGTGTGCCCGCGGGCCTGGAGCTCTGTTT
4 | y | ' | y | s | L | y | s | | | ' |
' T ' T T 1 ' T N T ' T ' T T T ' T T 1

CATAACGAGACCGTTTGAGACACAGCCGCCGCAGCGAGAAGAAGGAGTTGGGGTTEGACGAGTTGACGTCGTCACACGGGCGCCCGGACCTCGAGACAAA

235 240 245 250 255 260 265
Ser Ile Ala Leu Ala Asn Ser Val Ser Ala Ala Ser Leu Phe Phe Leu Asn Pro Asn leu Leu Asn Cys Ser Ser Val Pro Ala Gy Leu Glu Leu Cys Leu

T S

GCCAGAGAAATGCAGCGAGCTATACAAGGTCCAGAGCAAGGATGAGGACTGCGTGGCGATTGGCGTGCGGTACGGCACGTCGTGGGCCAAGCTTGTCAAG
L ! ; I s | n I s ! n | ; ! s ! | I s |
t T t T t { t T + T + T t T t 1 t T t {
CGGTCTCTTTACGTCGCTCGATATGTTCCAGGTCTCGTTCCTACTCCTGACGCACCGCTAACCGCACGCCATGCCGTGCAGCACCCGGTTCGAACAGTTC

270 275 280 285 290 295 00
Po Glu Lys Cys Ser Glu Leu Tyr Lys Val Gn Ser Lys Asp Glu Asp Cys Val Ala lle Gy Val Arg Tyr Gly Thr Ser Trp Ala Lys Leu Val Lys
ORF ~

TGGAACCTGGCTCTCAAGGATGACTGCCGGAACATTTACAGCACCGATCCCTTCTGGGGCCGAGTGATCTGCGTTAGCCAACCCGGCGGCGAGTATACCG

ACCTTGGACCGAGAGTTCCTACTGACGGCCTTGTAAATGTCGTGGCTAGGGAAGACCCCGGCTCACTAGACGCAATCGGTTGGGCCGCCGCTCATATGGE
305 10 15 320 325 330
Trp Asn leu Ala Leu Lys Asp Asp Cys Arg Asn Ile Tyr Ser Thr Asp Pro Phe Trp Gly Arg Val Ile Cys Val Ser Gin Pro Gy Gy Glu Tyr Thr
ORF >

NS
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ACCCTGGCTCTCCCGGCACTACCCCTGGCAACGGGGACATTGGCGGCGAGGGAGGCTCTGGTGACGGCTACGCTAACCAAGTTGTCGCTCCGCCGGATGE

I ] 1 ] I | 3 I | 1 I ] I I ] I
=+ 1 LN e e e T L i e T L B i e e L t 1

TGGGACCGAGAGGGCCGTGATGGGGACCGTTGCCCCTGTAACCGCCGCTCCCTCCGAGACCACTGCCGATGCGATTGGTTCAACAGCGAGGCGGCCTACC

335 340 345 350 355 360 365
Asp Pro Gly Ser Pra Gly Thr Thr Pro Gly Asn Gy Asp lle Gy Gly Glu Gy Gy Ser Gy Asp Gy Tyr Ala Asn Gn Val Val Ala Pro Pro Asp Gly

ORF

GGCCAAAGTAGCCGAGGGCACGACCAACAACTGTGGCAAGTATATCCAGGCCGAGAAGGGAATCAGGTGCCCGAGCCTGCTTGCCAAGCGGGCCATGECCC
Il 1 I | I 1 I | Il | Il ] il | I Il i | I 1
T T T T T T T T T T T T 1 T t 1 t 1 t

CCGGTTTCATCGGCTCCCGTGCTGGTTGTTGACACCGTTCATATAGGTCCGGCTCTTCCCTTAGTCCACGGGCTCGGACGAACGGTTCGCCCGGTACGGG

370 375 380 385 390 395 400
Ala Lys Val Ala Gu Gly Thr Thr Asn Asn Cys Gy Lys Tyr Ile Gin Ala Glu Lys Gy Ile Arg Cys Pro Ser leu Leu Ala Lys Arg Ala Met Pro

ORF

ATGGACCTGTTCTTGAAGATTAATCCCTCACTCGGCTCTGTCGCCGAGTGTGACAGCAAGATTGTTCCTGGCCTGTGGTACTGCCTAAACCCGGTCCCGT

PRI B I e | IR SR | PRI BRI S e L PRl PRI TR R I |
-+ L e e T LA e e B L B e e L L e t L

TACCTGGACAAGAACTTCTAATTAGGGAGTGAGCCGAGACAGCGGCTCACACTGTCGTTCTAACAAGGACCGGACACCATGACGGATTTGEGCCAGGGCA

405 410 415 420 425 430
Met Asp leu Phe Leu Lys Ile Asn Pro Ser Leu Gly Ser Val Ala Glu Cys Asp Ser Lys Ile Val Pro Gy Leu Trp Tyr Cys Leu Asn Pro Val Pro

ORF >

CTTTGTGCCCCTCTCGCGTAAATTACAACTTTCTTGAGACTCTCCTGCTCGCCATGCCCCAGTCATTTTTAGAAATAAGATGCTTACTGGAATCAAGAAC

GAAACACGGGGAGAGCGCATTTAATGTTGAAAGAACTCTGAGAGGACGAGCGGTACGGGGTCAGTAAAAATCTTTATTCTACGAATGACCTTAGTTCTTG

435 440 445 450 455 460 465
Ser Leu Cys Pro Ser Arg Val Asn Tyr Asn Phe leu Glu Thr Lleu Leu Leu Ala Met Pro GIn Ser Phe Lleu Glu Ile Arg Cys Leu Leu Glu Ser Arg Thr
ORF

TATTCTTCCTCGCCTTCTGTTAGCTCTCTTGAATGGGCTTTTCATTGTCCCGGCCATCTTGGCCGCTCCTCACGCCCGCACCAAGCGCGGTGAGAAGCCC

ATAAGAAGGAGCGGAAGACAATCGAGAGAACTTACCCGAAAAGTAACAGGGCCGGTAGAACCGGCGAGGAGTGCGGGCGTGGTTCGCGCCACTCTTCGGE

470 475 480 485 490 495 500
Ile Leu Pro Arg Leu Leu Leu Ala Leu Leu Asn Gy Leu Phe Ile Val Pro Ala Ile Leu Ala Ala Pro His Ala Arg Thr Lys Arg Gy Gu Lys Pro

ORF >

GTCGGCAAGGTCGATCCCGAAACTGCCTCGGACTGCACGTACTGGGAAGAGAAGACTGATGCCTCTGTGACTTGTGACAGTCTCCAAGCTGCGTGGTCCA
} } + } 1 1 } } 1 ; } } 1 } t } } } t {
CAGCCGTTCCAGCTAGGGCTTTGACGGAGCCTGACGTGCATGACCCTTCTCTTCTGACTACGGAGACACTGAACACTGTCAGAGGTTCGACGCACCAGGT

505 510 515 520 525 530
Val Gy Lys Val Asp Pro Glu Thr Ala Ser Asp Cys Thr Tyr Trp Glu Gu Lys Thr Asp Ala Ser Val Thr Cys Asp Ser Leu Gn Ala Ala_ Trp Ser
ORF

TCTCGGCCAACGACTTTCGCGAGTGGGTGGGCGGTGGTGTCGATTATGTACTAACACGGCTGCAGAACCCCCTCGTCAAAGATGACTGCAGCGGCATGAA

AGAGCCGGTTGCTGAAAGCGCTCACCCACCCGCCACCACAGCTAATACATGATTGTGCCGACGTCTTGGGGGAGCAGTTTCTACTGACGTCGCCGTACTT
535 540 545 550 555 560 565
Ie Ser Ala Asn Asp Phe Arg Glu Trp Val Gy Gy Gy Val Asp Tyr Val Leu Thr Arg Lleu GIn Asn Pro Leu Val Lys Asp Asp Cys Ser Gly Met Lys
ORF

GATTGACAACTCGTACTGCGTCGAGGTCAATTTTGGTCTTCCCAGGAGCACAACCACCCAGCCAACTACCGTACCTAGCGCTACTTCCACCGATAATGGC

bt | PRI S IR I S S | PRI S | PRI RIS R S PRSI ETET S RS  | PEl BRI R S R I P
- L e e T L e e e B LI e L LA e e e t ++

CTAACTGTTGAGCATGACGCAGCTCCAGTTAAAACCAGAAGGGTCCTCGTGTTGGTGGGTCGGTTGATGGCATGGATCGCGATGAAGGTGGCTATTACCG

570 575 580 585 590 595 500

Ile Asp Asn Ser Tyr Cys Val Glu Val Asn Phe Gy Leu Pro Arg Ser Thr Thr Thr Gin Pro Thr Thr Val Pro Ser Ala Thr Ser Thr Asp Asn_Gly
ORF

GTAATTACACCTACTCCGACCCAGCCCAACATGGTTGACAACTGTAACAAGTTCTACCTCGTCAAGGAGGACGAGAGCTGCGCCGACATTGCCTCCGCCA

CATTAATGTGGATGAGGCTGGGTCGGGTTGTACCAACTGTTGACATTGTTCAAGATGGAGCAGTTCCTCCTGCTCTCGACGCGGCTGTAACGGAGGCGGT
805 510 615 620 625 630
val lle Thr Pro Thr Pro Thr Gin Pro Asn Met Val Asp Asn Cys Asn Lys Phe Tyr leu Val Lys Glu Asp Glu Ser Cys Ala Asp lle Ala Ser Ala
ORF

ACGGCATCAGCGTCGAAGACTTTGGAAAATGGAACCCCAAGGTCGGCGCCCAGTGCACCGGTCTATGGGCGAAGACATACGCCTGCGTAGGCGTCCTTGE
} 1 1 } t 1 + } 1 } } } 1 } } } 1 } 1 1
TGCCGTAGTCGCAGCTTCTGAAACCTTTTACCTTGGGGTTCCAGCCGCGGGTCACGTGGCCAGATACCCGCTTCTGTATGCGGACGCATCCGCAGGAACE

635 640 645 650 655 560 565
Asn Gly Tle Ser Val Glu Asp Phe Gly Lys T Asn Pro Lys Val Gly Ala Gn Cys Thr Gly Leu Trp Ala Lys Thr Tyr Ala Cys Val Gy Val Leu Gly

ORF

TTCGACCGGCAGCTCGACGGCCGTGCCGTCGACCACGACGACTACCGGCAACGGGGTCGTCACCCCCACGCCTACTCAGCCCGGCATGGTCGACAACTGC

AAGCTGGCCGTCGAGCTGCCGGCACGGCAGCTGGTGCTGCTGATGGCCGTTGCCCCAGCAGTGGGGGTGCGGATGAGTCGGGCCEGTACCAGCTGTTGACG

670 675 680 B85 890 693 Z00
Ser Thr Gly Ser Ser Thr Ala Val Pro Ser Thr Thr Thr Thr Thr Gly Asn Gly Val Val Thr Pro Thr Pro Thr Gin Pro Gly Met Val Asp Asn Cys

ORF >
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AATAAGTTCTACTTTGTCAAGGAAGGCGATGGCTGCGCCGACATTATCACCAACAGCGGCATCAGCATGGAGGATTTCGCCAAATGGAACCCCAAAGTTG
N 1 1 | N 1 ! Il " | N Il " I N 1 L I N 1 2200
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
TTATTCAAGATGAAACAGTTCCTTCCGCTACCGACGCGGCTGTAATAGTGGTTGTCGCCGTAGTCGTACCTCCTAAAGCGGTTTACCTTGGGGTTTCAAC
705 10 15 20 25 30
Asn lys Phe Tyr Phe Val Lys Glu Gly Asp Gly Cys Ala Asp Ile Ile Thr Asn Ser Gly Ile Ser Met Glu Asp Phe Ala Lys Trp Asn Pro Lys Val
ORF >

GCCCTAAATGCACGGGGCTCTGGGCCAAGACGTATACCTGCGTCGGTATTCTTGGCTCACAAACGGGCAAGCCAACTGCCCCTGCTCCTCCCAACGCGTC
L | 4 | ' I | 1 ' | L I 4 1 L | , | ' | 2300
t T T T T T T T t T f T T T T T T T T T
CGGGATTTACGTGCCCCGAGACCCGGTTCTGCATATGGACGCAGCCATAAGAACCGAGTGTTTGCCCGTTCGGTTGACGGGGACGAGGAGGGTTGCGCAG
35 740 745 750 755 60 65
Gy Pro Lys Cys Thr Gly Leu Trp Ala Lys Thr Tyr Thr Cys Val Gly 1lle Leu Gy Ser Gin Thr Gy Lys Pro Thr Ala Pro Ala Pro Pro Asn Ala Ser
ORF >

CGTACTACTATACTACATGTATCTGATAAATCATAGCATACTGAGCTGA 3’
2349

GCATGATGATATGATGTACATAGACTATTTAGTATCGTATGACTCGACT ® 5

770 775 780
Val Leu Leu Tyr Tyr Met Tyr Leu Ile Asn His Ser Ile Leu Ser
ORF

Codon de Paro

138



Tatrx2, DNA (1839pb)

5’ ®. GGGCGGCATTAGTGGACGCTGGGCCCAATTTTAGGCTGGAGAAGGGTGTGGTTCAAGGGACCGGCTGAACCCATCAGCATTACTGGTAGCCAGATCTGGC
I

3

} ] I | } | 3 ] I ] I } 1 Il } J 4 Il I |
t 1 t T 1 T t T 1 T t T 1 T t 1 t T 1

CCCGCCGTAATCACCTGCGACCCGGGTTAAAATCCGACCTCTTCCCACACCAAGTTCCCTGGCCGACTTGEGGTAGTCGTAATGACCATCGGTCTAGACCG

CAAAGGGACACTTGTTCAATTGAGCGTCTAAGTCATCCGTGCTGCCAACAGATTCTGCGACCTACAAAACCTCCTTCGTCGTCCATCTTCTTGCCACGGA
+ } + f + } + } + } + } + } + } + } + }
GTTTCCCTGTGAACAAGT TAACTCGCAGATTCAGTAGGCACGACGGTTGTCTAAGACGCTGGATGTTTTGGAGGAAGCAGCAGGTAGAAGAACGGTGCCT

ATTCTTTTCCTGCATCACCACTTTTTTTTTTCCCTTTTTTCCCCTAGATACCCATCACAGTCCTTCACTATGCATCACAAGCGTCTTGCTTTTGGCCTGA
: { t f : } t f i } f f i f t } ! f . ‘
TAAGAAAAGGACGTAGTGGTGAAAAAAAAAAGGGAAAAAAGGGGATCTATGGGTAGTGTCAGGAAGTGATACGTAGTGTTCGCAGAACGAAAACCGGACT

SUTR ] ORF E5

TGGGCGCCATGGCCGCCGTGGCCACTGCCGAGTCCGACGTCACCCAGCTGACCGGAGAGACCTTCAACGACTTCATCAAGGGCAATGATCTCGTCCTGGC

RIS S T S SR N SN S S S  S  W S H ANT W S SN S S T U  S T SAT WA SUNN N SN W A S S S T AN S SN A ST WA S AU S SN T S S S SR WA SN T S S SR [ S S SRV NS WA |
T N T T T T T T T T T T T T

ACCCGCGGTACCGGCGGCACCGGTGACGGCTCAGGCTGCAGTGGGTCGACTGGCCTCTCTGGAAGTTGCTGAAGTAGTTCCCGTTACTAGAGCAGGACCG
ORF E5

AGAGTGTAAGTCTCTATCCATCTGCCTCTTGTTTTCCGCTGCTTGAACGCTTTGCCTCTACCCCGCCAGCCACCGGCAATGGACCCCGCTAACATCGTCA

TCTCACATTCAGAGATAGGTAGACGGAGAACAAAAGGCGACGAACTTGCGAAACGGAGATGGGGCGGTCGGTGGCCGTTACCTGGGGCGATTGTAGCAGT
ORF E5

[ Intron 1

TCTCCAGTCTTCGCTCCCTGGTGCGGCCACTGCAAGGCTCTCGCCCCCGAGTATGAGGAAGCTGCTACTACGCTCAAGGAGAAGAACATCAAGCTCGCCA
1 Il L 1 I Il . Il I | I ] : Il " ] ; Il I |
t 1 t 1 t t t T t f t 1 t t t 1 t T t

AGAGGTCAGAAGCGAGGGACCACGCCGGTGACGTTCCGAGAGCGGGGGCTCATACTCCTTCGACGATGATGCGAGTTCCTCTTCTTGTAGTTCGAGCGET
ORF ES5

H‘

Intron 1

AGATCGACTGTGTCGACGAGGCTGAGCTCTGCAAGGAGCACGGCATCGAGGGTTACCCCACCCTCAAGGTCTTCCGTGGCCTTGAGCAGGTCTCTCCTTA
e e e e e e e e e ey
t T t T 1 T t T t T t T t T t T t T 1

TCTAGCTGACACAGCTGCTCCGACTCGAGACGTTCCTCGTGCCGTAGCTCCCAATGGGGTGGGAGTTCCAGAAGGCACCGGAACTCGTCCAGAGAGGAAT
ORF E5

CACTGGTCAGCGCAAGGCTGGTGECATCACCTCATACATGGTGAAGCAGTCACTTCCCGCGGTCTCTGTCCTGACCAAGGACACCETTEAGEACTTCAAG
+ } + f + } + } + } + } + } + } + } + }
GTGACCAGTCGCGTTCCGACCACCGTAGTEEAGTATGTACCACTTCGTCAGTEAAGGECGCCAGAGACAGGACTGGTTCCTGTGGCAACTCCTGAAGTTC

ORF ES

ACCGCCGACAAGGTTGTCCTGGTCGCCTACATCGCTGCTGATGACAAGGCCTCCAACGAGACCTTCACCTCTGTTGCCGACGAGCTGCGTGACACCTACC

: } : | t | : | t { : f : | t } : | t ‘

TGGCGGCTGTTCCAACAGGACCAGCGGATGTAGCGACGACTACTGTTCCGGAGGTTGCTCTGGAAGTGGAGACAACGGCTGCTCGACGCACTGTGGATGG
ORF E5

TCTTCGGTGGCGTCAACGATGCTGCTGTTGCCGAGGCTGAGGGCGTCAAGTTCCCTTCCATTGTCCTCTACAAGTCCTTTGATGAGGGCAAGAACGTCTT
1 ] Il ! I ! 1 1 1 ! 1 ] ! 1 I ] ! 1 I |
e e e

AGAAGCCACCGCAGTTGCTACGACGACAACGGCTCCGACTCCCGCAGTTCAAGGGAAGGTAACAGGAGATGTTCAGGAAACTACTCCCGTTCTTGCAGAA
ORF E5

CGCCGAGAAGTTCGACGCTGAGGCCATCAAGTCTTTCGCCTCCGTTGCCGCCACTCCCCTCGTTGGTGAGGTCGGCCCCGAGACCTACGCCGGCTACATG

GCGGCTCTTCAAGCTGCGACTCCGGTAGTTCAGAAAGCGGAGGCAACGGCGGTGAGGGGAGCAACCACTCCAGCCGGGGCTCTGGATGCGGCCGATGTAC
ORF E5

TCTGCCGGTATCCCTTTGGCTTACATCTTCGCCGAGACCCCAGAGGAGCGTGAGGAGCTTAGCAAGTCCCTCAAGCCCATTGCTGAGAAGTACAAGGGCA
L 1 ' | I | L | I ] 1 l L | I 1 L | I 1
t T t T + T t T + T t T t T t T t T t

AGACGGCCATAGGGAAACCGAATGTAGAAGCGGCTCTGGGGTCTCCTCGCACTCCTCGAATCGTTCAGGGAGTTCGGGTAACGACTCTTCATGTTCCCGT
ORF E5

AGATCAACTTCGCCACCATCEACGCCAGCAGCTTCGGCTCCCACGCCEECAACATCAACCTCAAGACCGACAAGTTCCCTGCCTTTGCCATCCACGACAT
+ } + t + } + } + t + } + } + } t } + t
TCTAGTTGAAGCGGTGGTAGCTGC6GTCGTCEAAGCCGAGGGTGCGGCCGTTETAGTTGGAGTTCTGGCTGTTCAAGGGACGEAAACGETAGGTGCTGTA

ORF ES
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TGAGAAGAACCAGAAGTTCCCCTTCGACCAGGAGAAGGAGCTGAAGGAGAAGGACGTCGCCAAGTTTGTTGACAACTTTGCCGCTGGCAAGATTGAGCCC
1 ] 1 l I | 1 ] 1 | 1 ] I ] 1 ] 1 ] I Il

T T N T T T T T T T T T T T T T T T T T
ACTCTTCTTGGTCTTCAAGGGGAAGCTGGTCCTCTTCCTCGACTTCCTCTTCCTGCAGCGGTTCAAACAACTGTTGAAACGGCGACCGTTCTAACTCGGE

ORF E5

AGCATCAAGTCTGAGCCCATTCCCGAGACCCAGGATGACGCTGTCTACACTGTCGTTGCCCACACCTACAACGACATTGTCCTTGACGACAGCAAGGATG
I 1 I | 1 Il I | 1 Il I 1 I | I 1 I | I l
1 T J 1 T T t 1 t T t T t 1 t T t 1 t t

TCGTAGTTCAGACTCGGGTAAGGGCTCTGGGTCCTACTGCGACAGATGTGACAGCAACGGGTGTGGATGTTGCTGTAACAGGAACTGCTGTCGTTCCTAC

ORF E5

TCCTCGTCGAGTTCTACGCTCCCTGGTGCGGTCACTGCAAGGCTCTTGCCCCCAAGTACGAGGAGCTCGCCAGCCTGTATGTCAACAGCGAGTTCAAGGA

1 ] : ! I | 1 ] I | 1 ] y ! I ] y ] I |
T T v T T T v T T T T T T T T T v T T T

AGGAGCAGCTCAAGATGCGAGGGACCACGCCAGTGACGTTCCGAGAACGGGGGTTCATGCTCCTCGAGCGGTCGGACATACAGTTGTCGCTCAAGTTCCT

ORF E5

CAAGATTGTCATCGCCAAGGTTGACGCCACCAACAACGACGTCCCTGATGAGATCCAGGGCTTCCCCACCATCAAGCTCTACCCCGCCGGTGACAAGAAG
L | ; I s | L | 4 | L | ; | s | ; | s |
' T ' T N T N T N T ' T " T T T ' T T 1
GTTCTAACAGTAGCGGTTCCAACTGCGGTGGTTGTTGCTGCAGGGACTACTCTAGGTCCCGAAGGGGTGGTAGTTCGAGATGGGGCGGCCACTGTTCTTC

ORF E5

AACCCTGTCACCTACAGCGGCGCCCGCACTGTTGAGGACTTTGTCAAGTTCATCGAGGAGAACGGCAAGTACAAGGCCACTGTCAAGGTCCCTGAGCCCC
I ] : 1 | 1 1 1 | 1 ] ! 1

1 ! : ! I
e e e

] |
L L o e

TTGGGACAGTGGATGTCGCCGCGGGCGTGACAACTCCTGAAACAGTTCAAGTAGCTCCTCTTGCCGTTCATGTTCCGGTGACAGTTCCAGGGACTCGGGE
ORF E5

CTGTTGAGGAGACCACCTCCGAGGAGAAGAAGGCCGAGGACGAGCACGATGAGCTGTAAAGAAACAAAAAAAGTAAAACGAAATAAGTAAAAACTGTATA

PRSI N S SR I ST SN SN T U S S U T T A A S A SN S S U S S S ST S S S ST S S AU S S W A A AT S AN S S T S W S AW S T S S S S AU S S S S W |
T T T T ' T N T ! T ' T T T T T T

t t t
GACAACTCCTCTGGTGGAGGCTCCTCTTCTTCCGGCTCCTGCTCGTGCTACTCGACATTTCTTTGTTTTITTTCATTTTGCTTTATTCATTTTTGACATAT
ORF E5 [ 3'UTR

ATTGTGGGATTTGATTCTTGACGAAACGAACGTCGGCGCTGGTTAATGGACTATCTAAATAAGTACTAGCAATTGCATACTGGCTTTACGCCCATCAGGG

TAACACCCTAAACTAAGAACTGCTTTGCTTGCAGCCGCGACCAATTACCTGATAGATTTATTCATGATCGTTAACGTATGACCGAAATGCGGGTAGTCCC
3'UTR

GCATTGCTTTGAAATCATTCGAATTTGATCACCAACTTGAAAGAAATTGACTGTTCGTTCCAATTGCCTTGTGAATTATACCTTGGTGAAAAAAGTATCG
t } + f t } t } t t t } t f t } t } t t
CGTAACGAAACTTTAGTAAGCTTAAACTAGTGGTTGAACTTTCTTTAACTGACAAGCAAGGTTAACGGAACACTTAATATGGAACCACTTTTTTCATAGC

JUTR ]

TCCTTTTACAAGTGAACATGAACTGTACTTTTACTGCTTTGTGTGGTAGAGAGATATGAGTAGGTACTTTGTAGTGTTGAGAGGTACAATTTACAGGCTT

AGGAAAATGTTCACTTGTACTTGACATGAAAATGACGAAACACACCATCTCTCTATACTCATCCATGAAACATCACAACTCTCCATGTTAAATGTCCGAA

CATTTTGCTATGAAAGGACAAGACAAGAAATTGCCATTA 3’
1 | 1 | 1 ] I |
+ t 1 t 1 1 t |
ETAAAACGATACTTTCCTGTTCTGTTCTTTAACGGTAAT‘() 5’

2239
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Tatrx2, cDNA (518aa)

5’ C>‘ATTCTTTTCCTGCATCACCACTTTTTTTTTTCCCTTTTTTCCCCTAGATACCCATCACAGTCCTTCACTATGCATCACAAGCGTCTTGCTTTTGGCCTGA

3’ TAAGAAAAGGACGTAGTGGTGAAAAAAAAAAGGGAAAAAAGGGGATCTATGGGTAGTGTCAGGAAGTGATACGTAGTGTTCGCAGAACGAAAACCGGACT
1 3 10 13 20 25 30
e Leu Phe Leu His His His Phe Phe Phe Ser Leu Phe Ser Pro Arg Tyr Pro Ser Gin Ser Phe Thr Met His His Lys Arg Leu Ala Phe Gy Leu
ORF >
[ STUTR | [ [ Péptido Sefial de Secredién || -

Codén de Inicio

TGGGCGCCATGGCCGCCGTGGCCACTGCCGAGTCCGACGTCACCCAGCTGACCGGAGAGACCTTCAACGACTTCATCAAGGGCAATGATCTCGTCCTGGC
I ] 1 ] I ] 3 1 1 ] 1 ] I l I ] : ] I 1
T T N T T T ! T N T N T N T v T ' T T T

ACCCGCGGTACCGGCGGCACCGGTGACGGCTCAGGCTGCAGTGGGTCGACTGGCCTCTCTGGAAGTTGCTGAAGTAGTTCCCGTTACTAGAGCAGGACCG

S 40 45 S0 55 80 £5
Met Gly Ala Met Ala Ala Val Ala Thr Ala Glu Ser Asp Val Thr GIn Leu Thr Gy Glu Thr Phe Asn Asp Phe lle Lys Gly Asn Asp leu Val Leu Ala
ORF

AGAGTTCTTCGCTCCCTGGTGCGGCCACTGCAAGGCTCTCGCCCCCGAGTATGAGGAAGCTGCTACTACGCTCAAGGAGAAGAACATCAAGCTCGCCAAG

PR | EPEPEPEP B PR B | PP A | PEPEPEPETEN PR SR | PRPEE PR B P IPRPEPRPEE BN I 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

TCTCAAGAAGCGAGGGACCACGCCGGTGACGTTCCGAGAGCGGGGGCTCATACTCCTTCGACGATGATGCGAGTTCCTCTTCTTGTAGTTCGAGCGGTTC

70 75 80 85 %0 95 100
Glu Phe Phe Ala Pro Trp Cys Gly His Cys Lys Ala leu Ala Po Gu Tyr Glu Glu Ala Ala Thr Thr Lleu Lys Gu Lys Asn Ile Lys Leu Ala Lys

ORF

ATCGACTGTGTCGACGAGGCTGAGCTCTGCAAGGAGCACGGCATCGAGGGTTACCCCACCCTCAAGGTCTTCCGTGGCCTTGAGCAGGTCTCTCCTTACA
s 1 ; | ! | s 1

L ! 4 I | 4 I L 4 | N |
=+ BN B e t T LI B B e T LI B B BB e o 1 LR

TAGCTGACACAGCTGCTCCGACTCGAGACGTTCCTCGTGCCGTAGCTCCCAATGGGGTGGGAGTTCCAGAAGGCACCGGAACTCGTCCAGAGAGGAATGT

P . L 105 . . . S 1) I . ..o 1200 . 128 .30 . . R
Ie Asp Cys Val Asp Glu Ala Glu Lleu Cys Lys Glu Hs Gy Ile Glu Gy Tyr Pro Thr Leu Lys Val Phe Arg Gly Leu Gu Gn Val Ser Pro  Tyr
ORF

CTGGTCAGCGCAAGGCTGGTGGCATCACCTCATACATGGTGAAGCAGTCACTTCCCGCGGTCTCTGTCCTGACCAAGGACACCGTTGAGGACTTCAAGAC
L 1 4 ! s | ; | s ! s | 4 I N ! | | s 1
T T N 1 T T ' T N 1 T T T T T T ' T T T

GACCAGTCGCGTTCCGACCACCGTAGTGGAGTATGTACCACTTCGTCAGTGAAGGGCGCCAGAGACAGGACTGGTTCCTGTGGCAACTCCTGAAGTTCTG

. 13 . .. .o%a0 . .45 . . 4SO . . . 1SS . . . . 160 . . . . 165 .,
Thr Gly Gin Arg Lys Ala Gy Gy 1lle Thr Ser Tyr Met Val Lys Gn Ser Leu Pro Ala Val Ser Val Leu Thr Lys Asp Thr Val Glu Asp Phe Lys Thr
ORF

CGCCGACAAGGTTGTCCTGGTCGCCTACATCGCTGCTGATGACAAGGCCTCCAACGAGACCTTCACCTCTGTTGCCGACGAGCTGCGTGACACCTACCTC

+ } + t + } + } + i + } + } + } + } + }

GCGGCTGTTCCAACAGGACCAGCGGATGTAGCGACGACTACTGTTCCGGAGGTTGCTCTGGAAGTGGAGACAACGGCTGCTCGACGCACTGTGGATGGAG

170 175 180 185 180 195 200

Ala Asp Lys Val Vval leu Val Ala Tyr Ile Ala Ala Asp Asp Lys Ala Ser Asn Glu Thr Phe Thr Ser Val Ala Asp Glu leu Arg Asp Thr Tyr Lleu
ORF

TTCGGTGGCGTCAACGATGCTGCTGTTGCCGAGGCTGAGGGCGTCAAGTTCCCTTCCATTGTCCTCTACAAGTCCTTTGATGAGGGCAAGAACGTCTTCG
} ! 1 } 1 | + | ! : } } 1 | 1 | ! | 1 1
AAGCCACCGCAGTTGCTACGACGACAACGGCTCCGACTCCCGCAGTTCAAGGGAAGGTAACAGGAGATGTTCAGGAAACTACTCCCGTTCTTGCAGAAGC

205 210 215 220 225 230
Phe Gy Gly Val Asn Asp Ala Ala Val Ala Glu Ala Glu Gy Val Lys Phe Pro Ser Ile Val Leu Tyr Lys Ser Phe Asp Glu Gy Lys Asn Val Phe

ORF >

CCGAGAAGTTCGACGCTGAGGCCATCAAGTCTTTCGCCTCCGTTGCCGCCACTCCCCTCGTTGGTGAGGTCGGCCCCGAGACCTACGCCGGCTACATGTC
R B R R N B R KASSREtaRE
GGCTCTTCAAGCTGCGACTCCGGTAGTTCAGAAAGCGGAGGCAACGGCGGTGAGGGGAGCAACCACTCCAGCCGGGGCTCTGGATGCGGCCGATGTACAG

.23 . .. .o2a0 . o248 L 2S00 . . 028% . . . . 2600 . . . . 265 .,
Ala_ Glu Lys Phe Asp Ala Glu Ala lle Lys Ser Phe Ala Ser Val Ala Ala Thr Pro Leu Val Gy Gu Val Gy Pro Gu Thr Tyr Ala_ Gy Tyr Met Ser
ORF

TGCCGGTATCCCTTTGGCTTACATCTTCGCCGAGACCCCAGAGGAGCGTGAGGAGCTTAGCAAGTCCCTCAAGCCCATTGCTGAGAAGTACAAGGGCAAG
| | Il | Il Il Il Il Il

T T T I T T f T T f T T T T T T T T T T
ACGGCCATAGGGAAACCGAATGTAGAAGCGGCTCTGGGGTCTCCTCGCACTCCTCGAATCGTTCAGGGAGTTCGGGTAACGACTCTTCATGTTCCCGTTC

Ala Gy Tle Pro Leu Ala Tyr Ile Phe Ala Gu Thr Pro Glu Gu Arg Glu Glu Lleu Ser Lys Ser Leu Lys Pro Ile Ala Glu Lys Tyr Lys Gly Lys
ORF

ATCAACTTCGCCACCATCGACGCCAGCAGCTTCGGCTCCCACGCCGGCAACATCAACCTCAAGACCGACAAGTTCCCTGCCTTTGCCATCCACGACATTG
i 1 4 | I ] 4 1 I | I 1 I | } ] 4 1 I |
T T N T T T v T N T T T T T r T N T T T

TAGTTGAAGCGGTGGTAGCTGCGGTCGTCGAAGCCGAGGGTGCGGCCGTTGTAGTTGGAGTTCTGGCTGTTCAAGGGACGGAAACGGTAGGTGCTGTAAC

305 310 315 320 325 330
Ile Asn Phe Ala Thr Ile Asp Ala Ser Ser Phe Gly Ser His Ala Gly Asn Ile Asn Leu Lys Thr Asp Lys Phe Pro Ala Phe Ala Ile His Asp Ile

ORF >

141



AGAAGAACCAGAAGTTCCCCTTCGACCAGGAGAAGGAGCTGAAGGAGAAGGACGTCGCCAAGTTTGTTGACAACTTTGCCGCTGGCAAGATTGAGCCCAG

} | 1 } } ] I Il 1 | I ] 1 } I J 4 Il I Il
T T T T B T T T N T T T ' T T T ! T T T

TCTTCTTGGTCTTCAAGGGGAAGCTGGTCCTCTTCCTCGACTTCCTCTTCCTGCAGCGGTTCAAACAACTGTTGAAACGGCGACCGTTCTAACTCGGGTC

335 340 345 350 355 360 365
Glu Lys Asn Gn Lys Phe Pro Phe Asp GIn Gu Lys Glu Leu Lys Glu Lys Asp Val Ala Lys Phe Val Asp Asn Phe Ala Ala Gy Lys Ile Gu Pro Ser

T e ]

CATCAAGTCTGAGCCCATTCCCGAGACCCAGGATGACGCTGTCTACACTGTCGTTGCCCACACCTACAACGACATTGTCCTTGACGACAGCAAGGATGTC
I | L ! s | L | s | L | y I s | ; | s |
! T v 1 N T ' L N T ' T " T T T ' T N T

GTAGTTCAGACTCGGGTAAGGGCTCTGGGTCCTACTGCGACAGATGTGACAGCAACGGGTGTGGATGTTGCTGTAACAGGAACTGCTGTCGTTCCTACAG

70 375 380 385 390 395 400
lle Lys Ser Gu Po Ile Pro Glu Thr Gn Asp Asp Ala Val Tyr Thr Val Val Ala His Thr Tyr Asn Asp lle Val Leu Asp Asp Ser Lys Asp Val

s R ORR R R e

CTCGTCGAGTTCTACGCTCCCTGGTGCGGTCACTGCAAGGCTCTTGCCCCCAAGTACGAGGAGCTCGCCAGCCTGTATGTCAACAGCGAGTTCAAGGACA

GAGCAGCTCAAGATGCGAGGGACCACGCCAGTGACGTTCCGAGAACGGGGGTTCATGCTCCTCGAGCGGTCGGACATACAGTTGTCGCTCAAGTTCCTGT

405 410 415 420 425 430
Leu Val Glu Phe Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His Cys Lys Ala leu Ala Pro Lys Tyr Gu Gu Leu Ala Ser Leu Tyr Val Asn Ser Glu Phe Lys Asp

o T T ORR T e S e

AGATTGTCATCGCCAAGGTTGACGCCACCAACAACGACGTCCCTGATGAGATCCAGGGCTTCCCCACCATCAAGCTCTACCCCGCCGGTGACAAGAAGAA

TCTAACAGTAGCGGTTCCAACTGCGGTGGTTGTTGCTGCAGGGACTACTCTAGGTCCCGAAGGGGTGGTAGTTCGAGATGGGGCGGCCACTGTTCTTCTT

i 4335 L L " " 440 L " i " 445 i L " 450 " i L L 455 " i n 480 " " i L 465 " n
Lys IHe val Ile Ala Lys Val Asp Ala Thr Asn Asn Asp Val Pro Asp Glu Ile Gin Gy Phe Pro Thr Ile Lys Leu Tyr Pro Ala Gly Asp Lys Lys Asn
ORF >

CCCTGTCACCTACAGCGGCGCCCGCACTGTTGAGGACTTTGTCAAGTTCATCGAGGAGAACGGCAAGTACAAGGCCACTGTCAAGGTCCCTGAGCCCCCT
; | 4 ! s | L | 4 | ' | | | s | | | 4 1
! T ' T N 1 ' L N 1 ' T ! T T T ! T N T
GGGACAGTGGATGTCGCCGCGGGCGTGACAACTCCTGAAACAGTTCAAGTAGCTCCTCTTGCCGTTCATGTTCCGGTGACAGTTCCAGGGACTCGGGGGA

470 475 480 485 490 495 500
Pro Val Thr Tyr Ser Gly Ala Arg Thr Val Glu Asp Phe Val Lys Phe Tle Glu Glu Asn Gly Lys Tyr Lys Ala Thr Val Lys Val Po Glu Pro Pro
ORF ~

GTTGAGGAGACCACCTCCGAGGAGAAGAAGGCCGAGGACGAGCACGATGAGCTGTAAAGAAACAAAAAAAGTAAAACGAAATAAGTAAAAACTGTATAAT
; ! : ! s | n ! s ! L | ; I s | ; I s !
t T t T t { + 1 + T + T t T t 1 t T t t
CAACTCCTCTGGTGGAGGCTCCTCTTCTTCCGGCTCCTGCTCGTGCTACTCGACATTTCTTTGTTTTTTTCATTTTGCTTTATTCATTTTTGACATATTA

505 510 515
Val Gu Gu Thr Thr Ser Glu Glu Lys Lys Ala Glu Asp Glu His Asp Gu Leu FE%

Codon de Paro

TGTGGGATTTGATTCTTGACGAAACGAACGTCGGCGCTGGTTAATGGACTATCTAAATAAGTACTAGCAATTGCATACTGGCTTTACGCCCATCAGGGGE

i ] 1 1 I ] 1 | I | I [l : Il I ] : Il I Il

L T T I T T T 1 T T T T ¥ T T T J T T T

ACACCCTAAACTAAGAACTGCTTTGCTTGCAGCCGCGACCAATTACCTGATAGATTTATTCATGATCGTTAACGTATGACCGAAATGCGGGTAGTCCCCG
3'UTR

ATTGCTTTGAAATCATTCGAATTTGATCACCAACTTG 3’
1737

TAACGAAACTTTAGTAAGCTTAAACTAGTGGTTGAAC G 5°
3 UTR ]
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Tacfeml, DNA (600pb)

5 CLTCATGTCCGTCTGGEGTGCATGAATAACGATTGAGGATACGACTTCAGAATGCGGGGATATATGTAATTCEATTCAAATGCGGGGGAGAAATATAATTGC
I

3

I ] I l I | I ] I | I ] I l I ] y ] I Il

I T T N T T T T T T T T T T T T T T T T T
AGTACAGGCAGACCCCACGTACTTATTGCTAACTCCTATGCTGAAGTCTTACGCCCCTATATACATTAAGCTAAGTTTACGCCCCCTCTTTATATTAACG

GTTGAGAATATACTGAGATGGCCAAAGATGAGAAAGCACATGCTTACAGAAAGGAATCACCCTCGGCATTCTGCCTTGCCTATGAACTATAAAGCCAAGT
I ] n l I 1 1 ] I | 1 ] n ! I ] : ] I Il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
CAACTCTTATATGACTCTACCGGTTTCTACTCTTTCGTGTACGAATGTCTTTCCTTAGTGGGAGCCGTAAGACGGAACGGATACTTGATATTTCGGTTCA

GCTGCCTGCCTTCGAGTTCATCCCACAATTCGTTGACAAAGATCTTCAAACACTTATACCTGCAACTACGAAACGGCTGTTCTCGTCTTTAAAGTCTATC
1 1 L | I l ' | i | 1 1 L | Il 1 L | I 1

t T T T t T T T t T t T + T t T + t b 1
CGACGGACGGAAGCTCAAGTAGGGTGTTAAGCAACTGTTTCTAGAAGTTTGTGAATATGGACGTTGATGCTTTGCCGACAAGAGCAGAAATTTCAGATAG

[ SUTR

CTATCCACTCTCCAAAATGAAGTTCACTCTTGCTCTTGCTACCTTTGTTGCCGCCGTCTACGGCCAGACCGTTGCTGACATCCCCGCATGCGCTGTTCCT
GATAGGTGAGAGGTTTTACTTCAAGTGAGAACGAGAACGATGGAAACAACGGCGGCAGATGCCGGTCTGGCAACGACTGTAGGGGCGTACGCGACAAGGA

P R

TGCATCGAAAGCGCAATTGCGAGTCAGACTACCTGCTCAGACACTGACTTGGCATGCGTTTGCGAAAGCGCAAATTTTGATGCCATCGAGGCGGCTTCTA

ACGTAGCTTTCGCGTTAACGCTCAGTCTGATGGACGAGTCTGTGACTGAACCGTACGCAAACGCTTTCGCGTTTAAAACTACGGTAGCTCCGCCGAAGAT

ORF E7

CTTCATGTGTAATTGCTGCTTGTGGTGCCGATGTTGCTATCAGTACGCATATATCTTTTAAGTTCAAGAGACGTGAAACATAATTATCCCTACCAATACT

P PR S R S R S SR |
T T I

PRSI A S A ST SN ST T NSNS S AT T A N S S ST S ST T T T S S S A S SN ST S S AU SA S T M S S S A S A W
t T t T t T t T 1 T t T t T t

GAAGTACACATTAACGACGAACACCACGGCTACAACGATAGTCATGCGTATATAGAAAATTCAAGTTCTCTGCACTTTGTATTAATAGGGATGGTTATGA

[ Intrén 1

GACTCTCTTTACTTATAGACCAGGTTCTCCCTGCCGTTCAGGCTCTCTGCGCCGCACAGTAAAACGTTTACTGGCGAGTATCAAAAGCGAAGGTGAAAGG
I Il I | I 1 4 | I | Il | Il | I Il L | Il Il

i T 1 1 t T i T t f t T t 1 t T t 1 } |
CTGAGAGAAATGAATATCTGGTCCAAGAGGGACGGCAAGTCCGAGAGACGCGGCGTGTCATTTTGCAAATGACCGCTCATAGTTTTCGCTTCCACTTTCC

ORF E7 [ 3'UTR
Intron 1

CTGAATGTCCAGTATATGTATATAACAGAATTAAAAGGCTGGATAATATATACAATTGGCCAATTTCGGTTATATCATGGTTCCAAAAGACTATATTCCG
I ] 4 Il I | I ] I | I ] 4 Il I ] 4 ] I |

T T N T T T r T T T T T T T T T T T T T
GACTTACAGGTCATATACATATATTGTCTTAATTTTCCGACCTATTATATATGTTAACCGGTTAAAGCCAATATAGTACCAAGGTTTTCTGATATAAGGC

FUTR ]

TGACACAATGTTGTGGGTTCCATTTGCAGGTGCATTAATATGTATATTGTTCTAAATCTACAGGACCTATTAGCTTAGCCTTTATTCAGTCTGTCAAGGA
| I | | I | |

t 1 t T t f t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 f 1 t f
ACTGTGTTACAACACCCAAGGTAAACGTCCACGTAATTATACATATAACAAGATTTAGATGTCCTGGATAATCGAATCGGAAATAAGTCAGACAGTTCCT

CTTGAGCGATGTAGTATTTCTTATCCCAGATAAACTACGGCGTAGATAAAGTATTTCAGTTGCCAAATACCGCCTGTACGATAAAATATGTGTTGAAATA
|

gt e b b L L L

GAACTCGCTACATCATAAAGAATAGGGTCTATTTGATGCCGCATCTATTTCATAAAGTCAACGGTTTATGECGGACATGCTATTTTATACACAACTTTAT

3’

TD 5
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100

1000



Tacfeml, cDNA (90aa)

5’ ®\ GCTGCCTGCCTTCGAGTTCATCCCACAATTCGTTGACAAAGATCTTCAAACACTTATACCTGCAACTACGAAACGGCTGTTCTCGTCTTTAAAGTCTATC

3

CGACGGACGGAAGCTCAAGTAGGGTGTTAAGCAACTGTTTCTAGAAGTTTGTGAATATGGACGTTGATGCTTTGCCGACAAGAGCAGAAATTTCAGATAG
[ S'UTR

CTATCCACTCTCCAAAATGAAGTTCACTCTTGCTCTTGCTACCTTTGTTGCCGCCGTCTACGGCCAGACCGTTGCTGACATCCCCGCATGCGCTGTTCCT
| I | | | | | ! | Il

+ t + t t t t t + t t T t 1 + T t T t
GATAGGTGAGAGGTTTTACTTCAAGTGAGAACGAGAACGATGGAAACAACGGCGGCAGATGCCGGTCTGGCAACGACTGTAGGGGCGTACGCGACAAGGA

1 n . i 3 " " i " 10 " " " " 15 " " n " 20 " " " " 25 i " N
Met Lys Phe Thr Leu Ala Leu Ala Thr Phe Val Ala Ala Val Tyr Gy Gln Thr Val Ala Asp Ile Pro Ala Cys Ala_Val Pro
5'UTR ORF

Codon de Inicio

TGCATCGAAAGCGCAATTGCGAGTCAGACTACCTGCTCAGACACTGACTTGGCATGCGTTTGCGAAAGCGCAAATTTTGATGCCATCGAGGCGGCTTCTA
1 ] n Il I 1 i 1 n ! 1 1 n 1 1 ] : 1 I 1
i T K T N T ! T N T N T T T v T ’ T v T
ACGTAGCTTTCGCGTTAACGCTCAGTCTGATGGACGAGTCTGTGACTGAACCGTACGCAAACGCTTTCGCGTTTAAAACTACGGTAGCTCCGCCGAAGAT

30 35 40 45 50 55 60
Cys lle Glu Ser Ala Ile Ala Ser Gn Thr Thr Cys Ser Asp Thr Asp Leu Ala Cys Val Cys Glu Ser Ala Asn Phe Asp Ala Il Glu Ala Ala Ser
ORF

CTTCATGTGTAATTGCTGCTTGTGGTGCCGATGTTGCTATCAACCAGGTTCTCCCTGCCGTTCAGGCTCTCTGCGCCGCACAGTAAAACGTTTACTGGEG

I ] i ] I 1 i ] I ] I ] I ] I ] ; ] I 1
T T N T N T ' T N T N T N T T T ! T N T

GAAGTACACATTAACGACGAACACCACGGCTACAACGATAGTTGGTCCAAGAGGGACGGCAAGTCCGAGAGACGCGGCGTGTCATTTTGCAAATGACCGE

£5 70 75 80 BS o0
Thr Ser Cys Val Ile Ala Ala Cys Gly Ala Asp Val Ala_ lle Asn Gn Val Leu Pro Ala Val Gn Ala leu Cys Ala Ala Gn I

ORF 3'UTR

Codon de Paro

AGTATCAAAAGCGAAGGTGAAAEGCTGAATETCCAGTATATGTATATAACAGAATTAAAAGGCTGGATAATATATACAATTGGCCAATTTCGGTTATATC
| 1 :

1 I 1
-+t | - |Il|||t1r1’|7rr7lv||l| T+ | +—+ R | + 'Iv.-.....r,

TCATAGTTTTCGCTTCCACTTTCCGACTTACAGGTCATATACATATATTGTCTTAATTTTCCGACCTATTATATATGTTAACCGGTTAAAGCCAATATAG
3UTR

ATGGTTCCAAAAGACTATATTCCG 3’
TR AT B 21
TACCAAGGTTTTCTGATATAAGGC@ 5"

3UTR 1

144

100



Epl2, DNA (501pb)

5’ CLTCAGATGAGAAGATGSTATGATAATGGASCATTATAAATGGTGGAATACTCCCCAACTCTGAACATTTGAACAGTCTCCAACATCAACGCCACGTTTACA

3

AGTCTACTCTTCTACCATACTATTACCTCGTAATATTTACCACCTTATGAGGGGTTGAGACTTGTAAACTTGTCAGAGGTTGTAGTTGCGGTGCAAATGT

AATTTCCTCTTCGACGCTTCTCATACGTACAATTGCAAGCAACCTATACACACACACACACGCACATATATATATCTCTTGTGATTACGAATTTGCCAAT
! 1 4 1 4 | ¥ | 4 ! L 1 4 1 4 1 4 1 4 |
t T t T + T t T t T + T + T + T t T t

TTAAAGGAGAAGCTGCGAAGAGTATGCATGTTAACGTTCGTTGGATATGTGTGTGTGTGTGCGTGTATATATATAGAGAACACTAATGCTTAAACGGTTA

ATGCAGCTCTCAAATATCTTCACCGTTGCTACACTCGTCACAGCCATCACTGCCACCTATGGTATGGACTGTCCTTTACAATAAATTTGAGGCCTACGTA
I ] I Il I 1 1 Il I | I ] I Il I ] Il 1 I
t T 1 T 1 T t T t T t T t T t 1 t T 1 +
TACGTCGAGAGTTTATAGAAGTGGCAACGATGTGAGCAGTGTCGGTAGTGACGGTGGATACCATACCTGACAGGAAATGTTATTTAAACTCCGGATGCAT

[ Intron 1

CATGCATATTAACAATTAATTTAGTATCTTTCGATCCAGGCTACGACGATGCTTCACGATCTCTTCGAGATGTATCTTGCTCTGATGGCCTCAACGGACT
I 1 1 Il I 1 i 1 I | i ] I Il I ] I 1 I 1
t T + T t T t T t T t T + T t T t T t

GTACGTATAATTGTTAATTAAATCATAGAAAGCTAGGTCCGATGCTGCTACGAAGTGCTAGAGAAGCTCTACATAGAACGAGACTACCGGAGTTGCCTGA

Intron 1 |

CATAACCAAGTATCACTGGGAAACCCAGGGCCAAATCTCCCGCTTCCCATACATTGGCGGCGTTCAGGGTACTACATGGAACTCTACGTTGTGCGGCGCC
I ] I Il I ] i Il I | i ] I Il I ] I ] I ]

T T T 1 T T ' T T T d T t 1 + T t t +
GTATTGGTTCATAGTGACCCTTTGGGTCCCGGTTTAGAGGGCGAAGGGTATGTAACCGCCGCAAGTCCCATGATGTACCTTGAGATGCAACACGCCGCGG

TGCTACAAGCTAGAGTATGCTGACAGAAGCATACATGTATTGGGAATAGATGCTGTCTATAATGGCGGTTTAAATATTGGCCTCCATGCCTTGAATGATC

ACGATGTTCGATCTCATACGACTGTCTTCGTATGTACATAACCCTTATCTACGACAGATATTACCGCCAAATTTATAACCGGAGGTACGGAACTTACTAG

TCACTAATGGCAATGCTGTCGCATGGGGACACGTGGATGCTACTGTTACTCAGGTCTCTGGACGGGGCTGTGGCCTCCCAAATGCACATAAAGCAAATTA
Il 1 I | I 1 L i I | L 1 I | I [l ! | I Il

t T y T t T t T 1 T t T + T t T t T 1
AGTGATTACCGTTACGACAGCGTACCCCTGTGCACCTACGATGACAATGAGTCCAGAGACCTGCCCCGACACCGGAGGGTTTACGTGTATTTCGTTTAAT

AGAAAGTTTAGAGGAGCATGCAAGGTCTCAATAAGAAATGGCTAATGATGTATGTGACCCAAATAATGAGCATATCTTTCTTTCGTCTAAAAAGATGCTC
I ] I | I ] 4 L I ] L } 4 | I } i | I ]

T T T T T t T T T T T T T T T T T T

TCTTTCAAATCTCCTCGTACGTTCCAGAGTTATTCTTTACCGATTACTACATACACTGGGTTTATTACTCGTATAGAAAGAAAGCAGATTTTTCTACGAG

ORF E8

AGAAAAAGAGAAGTGTTCGCTTATGACTGTTTTACTTATTGACAGACTAGTCTCCCCAAAGAAATGTTTACCAACAACAATACATTAGACACAAGTCGCG
' I } I ' | ; I ' | ' I 4 I ' I ' I '

t T 1 T t T + T t f t T t T t T t T t
TCTTTTTCTCTTCACAAGCGAATACTGACAAAATGAATAACTGTCTGATCAGAGGGGTTTCTTTACAAATGGTTGTTGTTATGTAATCTGTGTTCAGCGC

37
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Epl2, cDNA (146aa)

5 ®‘-ATGCAECTCTCAAATATCTTCACCGTTGCTACACTCGTCACAGCCATCACTGCCACCTATGTATCTTTCGATCCAGGCTACGACGATGCTTCACGATCTC
I

37

I ] 1 ] I ] 1 ] I | 1 ] 1 l I ] y ] I 1

I T T T T T T ' T T T T T T T T T T T T T
TACGTCGAGAGTTTATAGAAGTGGCAACGATGTGAGCAGTGTCGGTAGTGACGGTGGATACATAGAAAGCTAGGTCCGATGCTGCTACGAAGTGCTAGAG

1 5 10 15 20 25 30
Met GIn Leu Ser Asn Ile Phe Thr Val Ala Thr Leu Val Thr Ala Ile Thr Ala Thr Tyr Val Ser Phe Asp Pro Gly Tyr Asp Asp Ala Ser Arg Ser

Dominio de Translocacién RSLR

Codédn de Inicio

TTCGAGATGTATCTTGCTCTGATGGCCTCAACGGACTCATAACCAAGTATCACTGGGAAACCCAGGGCCAAATCTCCCGCTTCCCATACATTGGCGGEGT
1 ] I 1 1 Il 1 ! 1 | 1 1 ! 1 I ] ! ! 1 |
L T ' T T T ' T T T ¥ T J T 4 T ¥ T T T

AAGCTCTACATAGAACGAGACTACCGGAGTTGCCTGAGTATTGGTTCATAGTGACCCTTTGGGTCCCGGTTTAGAGGGCGAAGGGTATGTAACCGCCGCA

S, 40 45 S0 55 80 65
Leu Arg Asp Val Ser Cys Ser Asp Gly Leu Asn Gy leu Ile Thr Lys Tyr Hs Trp Glu Thr Gin Gy Gin Ile Ser Arg Phe Pro Tyr lle Gy Gy Val
~

ORF >

Dominio de Translocacién RSLR

TCAGGGTACTACATGGAACTCTACGTTGTGCGGCGCCTGCTACAAGCTAGAGTATGCTGACAGAAGCATACATGTATTGGGAATAGATGCTGTCTATAAT

I ] 1 | I ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 l I ] ! ] I ]
e e e e

AGTCCCATGATGTACCTTGAGATGCAACACGCCGCGGACGATGTTCGATCTCATACGACTGTCTTCGTATGTACATAACCCTTATCTACGACAGATATTA

Z0 75 80 85 a0 Qs 100
GIn Gy Thr Thr Trp Asn Ser Thr Leu Cys Gy Ala Cys Tyr Lys Leu Glu Tyr Ala Asp Arg Ser lle His Val Leu Gy Ile Asp Ala Val Tyr Asn

ORF

GGCGGTTTAAATATTGGCCTCCATECCTTGAATGATCTCACTAATGGCAATGCTGTCECATGGGGACACGTGGATGCTACTGTTACTCAGGTCTCTGGAC
+ } t } + } : } + f t } t f + } ; } + }
CCGCCAAATTTATAACCGGAGGTACGEAACTTACTAGAGTGATTACCGTTACGACAGCGTACCCCTGTGCACCTACGATGACAATGAGTCCAGAGACCTG

105 110 115 120 125 130
Gly Gy Lleu Asn Ile Gy Leu His Ala Leu Asn Asp Leu Thr Asn Gly Asn Ala Val Ala Trp Gly His Val Asp Ala Thr Val Thr Gn Val Ser Gly
>

GGGGCTGTGGCCTCCCAAATGCACATAAAGCAAATTAA 3
438

CCCCGACACCGGAGGGTTTACGTGTATTTCGTTTAATT 5

135 140 145
Arg Gly Cys Gy Leu Pro Asn Ala His Lys Ala Asn m

Codon de Paro

146



Tvsepl, DNA (2901pb)

5’ C)\AGGGTGTTTCTG.#\TTC.A.#\GII!KZ.AT(‘,CTTGIfi(l.#\G(ZTCG.AG(2T(‘,II!.AGG(‘iTCCGCGGITIIfITGITiCCTCGAGGG.#\GGG.AGT.ACTT»‘A\TACTGGGAGACATCCCGTCGC

3

TCCCACAAAGACTAAGTTCGGTACGAACCGTCGAGCTCGACGTCCCAGGCGCCGGACCGGAGCTCCCTCCCTCATGAATATGACCCTCTGTAGGGCAGCG

CCTGGATAACGGTTTGAAGAGACAGAGAGCAACGTTCTGGTTCTGGCGCACTCTGCCATTTTCTCTCCTCTTCGTTTTGCAAGCATTGCGCCACTATAAA

} ] 4 ] I | I ] 4 ] I } i ] I Il I ] I |
t 1 t T t T t T 1 1 t 1 1 T t 1 t T 1

GGACCTATTGCCAAACTTCTCTGTCTCTCGTTGCAAGACCAAGACCGCGTGAGACGGTAAAAGAGAGGAGAAGCAAAACGTTCGTAACGCGGTGATATTT

GCCTTTCCATAGTCAAACAATTGGAAAGCCCAAGATGGTGCGCTCAGCTCTGTTTGTGTCGCTGCTGGCGACCATATCCGGAGTCATTGCCCGTGGCTCC
I ] 1 ! I 1 I 1 I | 1 ] I ] I ] ! 1 I 1

T AR T T t T T T t T + 1 + t t t +

CGGAAAGGTATCAGTTTGTTAACCTTTCGGGTTCTACCACGCGAGTCGAGACAAACACAGCGACGACCGCTGGTATAGGCCTCAGTAACGGGCACCGAGG

GGCCACCCGTCAAAAGTCGTCCCTGGCGCGTACATCTTCGAGTTTGAGAATGATCAGGTGAGTCTCGCTCAGCCGTTGGCACTGGGCATCTTGCCTACCG
| n Il I Il 3 Il n | 1 Il n Il I Il ; 1 I |

} } } } } } } } t | } } t } } } ; } }
CCGGTGGGCAGTTTTCAGCAGGGACCGCGCATGTAGAAGCTCAAACTCTTACTAGTCCACTCAGAGCGAGTCGGCAACCGTGACCCGTAGAACGGATGGC

[ Intron 1

CGGTGGCAATGCTGACGGGACTCCAATAGGACACGGCCGATTTCTATAAGCAGCTCAATGGCGAGGGTTCGACCCGCATGAAGTTCAACTACAAGCTGTT
s 1 s 1 L | s | 4 s |

' | I ' | | | 4 1
=+ T L B e T —++ =T L e T LA e e L LA e t 1

GCCACCGTTACGACTGCCCTGAGGTTATCCTGTGCCGGCTAAAGATATTCGTCGAGTTACCGCTCCCAAGCTGGGCGTACTTCAAGTTGATGTTCGACAA

Intron 1 ]

CAAGGGTGTCTCAGTCCAACTCAAGGATCTCTCCAACCATGAGGACAAAGCCCAGAAGATGGCCCAACTGCCTGCGGTCAAGAACATGTGGCCCGTCACT

PRI B I e | IR SR | PRI BRI S PRSI R | Pl BRI S R I 4t
T T T

GTTCCCACAGAGTCAGGTTGAGTTCCTAGAGAGGTTGGTACTCCTGTTTCGGGTCTTCTACCGGGTTGACGGACGCCAGTTCTTGTACACCGGGCAGTGA

CTCATCCAGGCCCCCAATCCAAAGGTCGAGTGGGTTGCGAGCAGCAGTTCTCCAGCCCTCCAGGCCAGAGACGTCAGCCCGACTGATCCGAGCAACTTTC
I | I ! I 1 i 1 I | 1 ] I | I ] i 1 I |

t T + T t T t T y T t T y T t T t T 1
GAGTAGGTCCGGGGGTTAGGTTTCCAGCTCACCCAACGCTCGTCGTCAAGAGGTCGGGAGGTCCGGTCTCTGCAGTCGGGCTGACTAGGCTCGTTGAAAG

CCCCCCAGCAAATGACCCAAATCGACAAGCTGCGGGCCAAGGGATTCACAGGCAAGGGCGTCAAGCTTGCGGTCATCGACACAGGCGTAAGTAGAAGGAA
I 1 I | I 1 1 ! I ] I 1 I | I ! i | I 1

GGGGGGTCGTTTACTGGGTTTAGCTGTTCGACGCCCGGTTCCCTAAGTGTCCGTTCCCGCAGTTCGAACGCCAGTAGCTGTGTCCGCATTCATCTTCCTT

H‘

Intron 2

ATTGCCCCTCCTCGTTAAGACGTTGACTTACCAGGTGTCAGATTGACTACACTCACCCTGCTCTTGGCGGCTGCTTTGGCGCAGGCTGTCTGGTATCCTT
1 1 1 1 I 1 1 1 I ! 1 ] I ! 1 ] : 1 I 1

t Tt T t T t T t T t T + T t T t T t
TAACGGGGAGGAGCAATTCTGCAACTGAATGGTCCACAGTCTAACTGATGTGAGTEGGACGAGAACCGCCGACGAAACCGCGTCCGACAGACCATAGGAA

Intron 2 ]

CGGTACTGACCTGGTCGGTGACAACTACAGCGGTTTCAACACTCCTGTGCCTGACAATGATCCAATGGACTGCGCCGGTCATGGCTCTCACGTCGCTGGT
t } t f t } t } + i t } t f t } : } + }
GCCATGACTGGACCAGCCACTGTTGATGTCGCCAAAGTTGTGAGGACACGGACTGTTACTAGGTTACCTGACGCGGCCAGTACCGAGAGTGCAGCGACCA

ATCATTGCGGCCCAGAAGAACCCCTATGGCTTCACCGGTGGCGCTCCTGATGTCACTCTCGGTGCCTACCGAGTCTTTGGCTGTGCAGGACAGGCTGGTA

PRI It e | PP SR | et e 1 e [ETRTRar |
T N T T r T T T T T T T T

T 1 1 T t T 1
TAGTAACGCCGGGTCTTCTTEGGGATACCGAAGTGGCCACCGCGAGGACTACAGTGAGAGCCACGGATGGCTCAGAAACCGACACGTCCTGTCCGACCAT

ACGATGTCTTGATTGCTGCATACAACAAGGCCTTTGAAGATGGTGCTCAAATCATCACTGCCTCCATTGGCGGTCCCTCTGGTTGGGCGGAGGAGCCTTG
I I n Il I 1 i 1 I ! 1 ] n Il I ] ; 1 I 1
t T t T t T t T t T t T t T t T t T t

TGCTACAGAACTAACGACGTATGTTGTTCCGGAAACTTCTACCACGAGTTTAGTAGTGACGGAGGTAACCGCCAGGGAGACCAACCCGCCTCCTCGGAAC

GGCTGTTGCTGTCAGCCGTATCGTTGATGCCGGTGTTCCTTGCACTGTCTCTGCTGGTAACGATGGTGATCACGGTCTTTTCTACGCCAGCACGGCGGCC

I ] 3 ] I Il 3 ] I | I ] 1 ] I ] n ] I
-+ LB T L e T et L e e t +

CCGACAACGACAGTCGGCATAGCAACTACGGCCACAAGGAACGTGACAGAGACGACCATTGCTACCACTAGTGCCAGAAAAGATGCGGTCGTGCCGCCGG
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AACGGAAAGAAGGTTCTCGCTGTTGCTTCTGTTGACAACGCGAACATCCCAACCGTCTTCTCTCTCTCTAGCTACAAGGTTGACAACGGCGATGCTCAGC

TTGCCTTTCTTCCAAGAGCGACAACGAAGACAACTGTTGCGCTTGTAGGGTTGGCAGAAGAGAGAGAGATCGATGTTCCAACTGTTGCCGCTACGAGTCG

AGTTCGGCTATGTCTCTTCCGCCAAAGCCTGGAAGGGAGTGAACAAGCCCATCTACGCCGTGACACTCGACACCACCATTCCCAACGATGCCTGCGATCC
I Il 1 Il I 1 3 Il I | I 1 n Il I Il L Il I 1

t T 1 T t T f T 1 T t T 1 T t T t T t
TCAAGCCGATACAGAGAAGGCGGTTTCGGACCTTCCCTCACTTGTTCGGGTAGATGCGGCACTGTGAGCTGTGGTGGTAAGGGTTGCTACGGACGCTAGG

TCTCCCTGATAGCACTCCTGACCTCTCCAACTATATCGTCCTTGTCCGTCGCGGTACCTGCACCTTTGTCCAGAAGGCTCAGAACGTCGCTGCAAAGGGC
1 ] 1 ! I ] . Il I | 1 ] I ! 1 ] I 1 I 1

t T 1 T t T t T t T t T + T t T t T t
AGAGGGACTATCGTGAGGACTGGAGAGGTTGATATAGCAGGAACAGGCAGCGCCATGGEACGTGGAAACAGGTCTTCCGAGTCTTGCAGCGACGTTTCCCG

GCCAAGTATCTCCTCTATTACAACACCGCTGCTGGTGCCCTGGCTGTTGATGTTAGCACTGTGACGCAAATCACCGCCGCCGGAATGGTTCAAGACTCGA
I ] 4 ! I ] 4 1 I | . 1 n ! I ] il 1 I ]

t T y T t T + T t T t T + T t 1 t 1 t
CGGTTCATAGAGGAGATAATGTTGTGGCGACGACCACGGGACCGACAACTACAATCGTGACACTGCGTTTAGTGGCGGCGGCCTTACCAAGTTCTGAGCT

CTGGTGCGGCTTGGATTGCTGCCCTCAAGGATGGAAAGACGGTTACCTTGTCCATGGTTAACTCGGATGAAGCGACAAAGCAGATCCAATTTGCCGACAA

1 1 1 Il I 1 1 Il 1 ] I ] 1 Il 1 ] Il 1 I 1
t T 1 T t T t T 1 T t T 1 T t T t T 1

GACCACGCCGAACCTAACGACGGGAGTTCCTACCTTTCTGCCAATGGAACAGGTACCAATTGAGCCTACTTCGCTGTTTCGTCTAGGTTAAACGGCTGTT

CAAGGTCACTGGCGGTGCTCTCAGCACGTACACTTCCTGGGGCCCTACCTGGGAGGTAGACGTCAAGCCTCAAATCAGCTCTCCTGGCGGCAACATTCTG
' 1 4 I ' 1 , I 4 | L | 4 I ' I L I '

t T t T t T t T t I + T + T t T t T t
GTTCCAGTGACCGCCACGAGAGTCGTGCATGTGAAGGACCCCGGGATGGACCCTCCATCTGCAGTTCGGAGTTTAGTCGAGAGGACCGCCGTTGTAAGAC

TCCACCTACCCCGTCGCTAAGGGAGGATATGCCACCCTTTCCGGCACATCAATGGCTTGCCCATTGACTGCTGCTGCTGTTGCTCTGGTTGGTCAAGCTC
: | ; I s | ; | s ! L | s ! : 1 . ! s

t T 1 T t T t T t T t T 1 T T T t T t

AGGTGGATGGGGCAGCGATTCCCTCCTATACGGTGGGAAAGGCCGTGTAGTTACCGAACGGGTAACTGACGACGACGACAACGAGACCAACCAGTTCGAG

GCAAGACATTCGACCCTGTCCTGCTTGAGAATCTGCTGGCCACGACTGCCAACCCCCAGCTTTTCAACGATGGCGCCCAATTCTACAACTTCCTCGCTCC
I ] 1 Il I ] 4 1 + | i ] n ! I ] L ] I ]

t T t T y T + T t T t T y T t T t T t
CGTTCTGTAAGCTGGGACAGGACGAACTCTTAGACGACCGGTGCTGACGGTTGGGGGTCGAAAAGTTGCTACCGCGGGTTAAGATGTTGAAGGAGCGAGG

CGTCGCTCAGCAGGGTGGTGGTCTCATCCAGGCCTATGATGCCGCCTTTGCTACCACTCTTCTGTCTCCATCCAGCTTGTCGTTCAACGACACTGACCAC
I 1 1 Il I ] 1 Il I | I ] I Il I ] Il 1 I 1

t T 1 T 1 T t T 1 T t T 1 T t T t T t
GCAGCGAGTCGTCCCACCACCAGAGTAGGTCCGGATACTACGGCGGAAACGATGGTGAGAAGACAGAGGTAGGTCGAACAGCAAGTTGCTGTGACTGGTG

TTCGTCCGCAAGAGGCAAATCACTCTCAAGAACACCAGCAAGCAGAGGGTCACCTACAAGCTCAACCACGTCCCCACCAACACATTCTACACTCTGACAG

AAGCAGGCGTTCTCCGTTTAGTGAGAGTTCTTGTGGTCGTTCGTCTCCCAGTGGATGTTCGAGTTGGTGCAGGGGTGGTTGTGTAAGATGTGAGACTGTC

GCGACAGCCCCTACCCAGCTCCCTTCCCCAACGACGCCATTGCGGCTCACGCCACCGTCAGACTTGGTCTGGAGCAAGTGACTCTCCCTGCTGGAAGGTC
y | s ! s | ; | s | L | J ! s | : | s

T T T T T T ¥ T t T + T + T t T t T t

CGCTGTCGGGGATGGGTCGAGGGAAGGGGTTGCTGCGGTAACGCCGAGTGCGGTGEGCAGTCTGAACCAGACCTCGTTCACTGAGAGGGACGACCTTCCAG

CATCACCATTGATGTCCTTCCTACCCCTCCTCGAGGCGTTGACGCAAAGCGCCTTGGCCTGTGGTCTGGCTACATCACAGTCAACGGTACAGACGGCAGC

' ! ' | ' L I I L | 4 | | L |
-+ LB B LB e T T LI e | 1+ 1

GTAGTGGTAACTACAGGAAGGATGGGGAGGAGCTCCGCAACTGCGTTTCGCGGAACCGGACACCAGACCGATGTAGTGTCAGTTGCCATGTCTGCCGTCG

GCCCTCTCTGTCCCATACCAAGGTCTCACCGGTTCCCTTCACAAGCAGAAGGTCCTCTACCCGGCAGACTCATGGATCAGCAAGTCCACCGATGAGAATC
I 1 I Il I ] i 1 I | i ] I Il I ] Il ] I ]

t T y T t 1 t t t T t 1 + t t 1 t 1 t
CGGGAGAGACAGGGTATGGTTCCAGAGTGGCCAAGGGAAGTGTTCGTCTTCCAGGAGATGGGCCGTCTGAGTACCTAGTCGTTCAGGTGGCTACTCTTAG
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TGAACCCTGTCGACAACGGCACTGTTTTCACTATCCCCGCCCCAGGCAACGCTCAGTCCACCGACGTGCTCCCCTCCCTTGTCGTCAGCCCAGCTTTCGG

ACTTGGGACAGCTGTTGCCGTGACAAAAGTGATAGGGGCGGEGTCCGTTGCGAGTCAGGTGGCTGCACGAGGGGAGGGAACAGCAGTCGGGTCGAAAGCC

CTCCCGGCTCGTTCGCGTTGATCTTGTGCTCTTGTCAGCTCCTCCTAAGAACACCAAGGTCAAGACAACCAAGTTCCTTGATACCACGTCCATTGGCCAG

.

GAGGGCCGAGCAAGCGCAACTAGAACACGAGAACAGTCGAGGAGGATTCTTGTGGTTCCAGTTCTGTTGGTTCAAGGAACTATGGTGCAGGTAACCGGTC

T

CCCGCTGGATCGCCTCTTCTCTGGGCGAGCCGTGGCGCAACTCCTCTTTCATGGAGCGGCGAGCTGACTGACAACAAGTTTGCTCCTCCCGGAACCTACA

n
+—+

GGGCGACCTAGCGGAGAAGAGACCCGCTCGGCACCGCGTTGAGGAGAAAGTACCTCGCCGCTCGACTGACTGTTGTTCAAACGAGGAGGGCCTTGGATGT

AGGCCGTCTTCCATGCTCTGCGCATTTTCGGCAACGAGAAGAAGAAGGAGGATTGGGATGTAAGCGAGTCCCCTGCGTTTACCATCAAGTATGCGTAGGT
L | s ! s | ; | s ! : | s | N ! , | ; !

|
A+

!
-+

T

t

t

T

TCCGGCAGAAGGTACGAGACGCGTAAAAGCCGTTGCTCTTCTTCTTCCTCCTAACCCTACATTCGCTCAGGGGACGCAAATGGTAGTTCATACGCATCCA

L

GGGTGAATAAAGCGAGGGGGGATGATGTGATTGCATGATCAGGTACTTATGGGATAGGAATAGCGAAACGAAAATAGTATATGGTATTCTTTTTTCTTGA

L

CCCACTTATTTCGCTCCCCCCTACTACACTAACGTACTAGTCCATGAATACCCTATCCTTATCGCTTTGCTTTTATCATATACCATAAGAAAAAAGAACT

T

T

T

CATTTTACACATGGCCTGCACAATGATCAAGTAATCCGTGACTGTTGCAACATCAAATATCGTAGAATGTAGTCTACTCTGCCAATCTGTATAGAAGGTA

GTAAAATGTGTACCGGACGTGTTACTAGTTCATTAGGCACTGACAACGTTGTAGTTTATAGCATCTTACATCAGATGAGACGGTTAGACATATCTTCCAT

3'UTR

GCAGGATGAGAGTCATGTGAAGAATCATGTGAGCACATCACGTGCTCCCGCTCGCCACCATTCCAAGCATTCCAGCATCTCCAAATCTCCAGCCCACGCC

L

CGTCCTACTCTCAGTACACTTCTTAGTACACTCGTGTAGTGCACGAGGGCGAGCGGTGGTAAGGTTCGTAAGGTCGTAGAGGTTTAGAGGTCGGGTGCGG

YD 5¢
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Tvsepl, cDNA (889aa)

5 C)‘-Gl:CTTTCCATAGTCAAA{IAATTEIS.AA.AGCCCAAG.ATGGTGCGCT{IAGCT{ITGTTTGTETCGCTG{ITGGl:GAl:C.A\TATCCGG.AGT{IATTGl:Cl:GTGG{ITC{I

I ] 1 ] I 1 I I | 1 ] I ! I ] I ] I
+ i+ B e -+ T L e L B L LA e e t 1

3’ CGGAAAGGTATCAGTTTGTTAACCTTTCGGGTTCTACCACGCGAGTCGAGACAAACACAGCGACGACCGCTGGTATAGGCCTCAGTAACGGGCACCGAGG

1 5 10 15 20 25 30
Pro Phe His Ser Gn Thr Ile Gy Lys Pro Lys Met Val Arg Ser Ala Leu Phe Val Ser Leu Leu Ala Thr lle Ser Gy Val lle Ala Arg Gly Ser
ORF

[ 5TUTR IF_

Codén de Inicio

GGCCACCCGTCAAAAGTCGTCCCTGGCGCGTACATCTTCGAGTTTGAGAATGATCAGGACACGGCCGATTTCTATAAGCAGCTCAATGGCGAGGGTTCGA
1 Il 1 1 I 1 I 1 1 | 1 ] I 1 I ] : 1 I 1
t T + T + T t T + T t T + T t T t T t

CCGGTGGGCAGTTTTCAGCAGGGACCGCGCATGTAGAAGCTCAAACTCTTACTAGTCCTGTGCCGGCTAAAGATATTCGTCGAGTTACCGCTCCCAAGCT

35 40 45 50 55 &0 65
Gly Hs Pro Ser Lys Val Val Pro Gy Ala Tyr Ile Phe Glu Phe Glu Asn Asp GIn Asp Thr Ala Asp Phe Tyr Lys Gn Leu Asn Gly Gl Gy Ser
ORF

CCCGCATGAAGTTCAACTACAAGCTGTTCAAGGGTGTCTCAGTCCAACTCAAGGATCTCTCCAACCATGAGGACAAAGCCCAGAAGATGGCCCAACTGCC
: ] ; ! s ! : | s ! : | y ! y ] ; | s
+ T t T t T t T t T t T t T t T t T t -t

GGGCGTACTTCAAGTTGATGTTCGACAAGTTCCCACAGAGTCAGGTTGAGTTCCTAGAGAGGTTGGTACTCCTGTTTCGGGTCTTCTACCGGGTTGACGE

Z0 75 80 a0 95 100
Thr Arg Met Lys Phe Asn Tyr Lys Leu Phe Lys Gy Val Ser Val Gn Leu Lys Asp Leu Ser Asn Hs Glu Asp Lys Ala Gin Lys Met Ala GIn Leu Pro
ORF

TGCGGTCAAGAACATGTGGCCCGTCACTCTCATCCAGGCCCCCAATCCAAAGGTCGAGTGGGTTGCGAGCAGCAGTTCTCCAGCCCTCCAGGCCAGAGAC

I ] 1 ! I 1 I 1 I | 1 1 I ! I ] ! 1 I 1
4+ 1 t T t T t T 1 T t T 1 T i+ 1 + T 1 T

ACGCCAGTTCTTGTACACCGGGCAGTGAGAGTAGGTCCGGGGGTTAGGTTTCCAGCTCACCCAACGCTCGTCGTCAAGAGGTCGGGAGGTCCGGTCTCTG

105 110 115 120 125 130
Ala_ Val Lys Asn Met Trp Pro Val Thr Leu lle Gin Ala Pro Asn Pro Lys Val Glu Trp Val Ala Ser Ser Ser Ser Pro Ala Leu Gn Ala Arg Asp

ORF >

GTCAGCCCGACTGATCCGAGCAACTTTCCCCCCCAGCAAATGACCCAAATCGACAAGCTGCGGGCCAAGGGATTCACAGGCAAGGGCGTCAAGCTTGCGE
1 1 1 I 1 1 ] 1 | 1 ] 1 ] 1 ] ! ] 1 1

CAGTCGGGCTGACTAGGCTCGTTGAAAGGGGGGGTCGTTTACTGGGTTTAGCTGTTCGACGCCCGGTTCCCTAAGTGTCCGTTCCCGCAGTTCGAACGCC

135 140 145 150 155 160 165
val Ser Pro Thr Asp Pro Ser Asn Phe Pro Pro Gin GIn Met Thr Gin lle Asp Lys Leu Arg Ala Lys Gy Phe Thr Gy Lys Gy Val Lys Leu Ala
ORF

TCATCGACACAGGCATTGACTACACTCACCCTGCTCTTGGCGGCTGCTTT66CGCAGGCTGTCTEGTATCCTTCGGTACTGACCTGGTCGGTGACAACTA
+ } + } + } + } + } t } + } + } + } t }
AGTAGCTGTGTCCGTAACTGATGTGAGTGEGACGAGAACCGCCGACGAAACCGCGTCCGACAGACCATAGGAAGCCATGACTGGACCAGCCACTGTTGAT

170 175 180 185 190 195 200
Val Tle Asp Thr Gly Ile Asp Tyr Thr His Pro Alza Leu Gly Gy Cys Phe Gly Ala Gly Cys Leu Val Ser Phe Gly Thr Asp Leu Val Gly Asp Asn Tyr
ORF

CAGCGGTTTCAACACTCCTGTGCCTGACAATGATCCAATGGACTGCGCCGGTCATGGCTCTCACGTCGCTEGTATCATTGCGGCCCAGAAGAACCCCTAT
I 1 1 ! I 1 I 1 I ] 1 ] I ] I 1 ! 1 I 1
- 1 + T t T t T 1 T t T + 1 t T t T t T

GTCGCCAAAGTTGTGAGGACACGGACTGTTACTAGGTTACCTGACGCGGCCAGTACCGAGAGTGCAGCGACCATAGTAACGCCGGGTCTTCTTGGGGATA

205 210 215 220 225 230
Ser Gly Phe Asn Thr Pro Val Pro Asp Asn Asp Pro Met Asp Cys Ala Gly His Gy Ser His Val Ala Gy Ile Ile Ala Ala Gn Lys Asn Pro  Tyr
ORF

GGCTTCACCGGTGGCGCTCCTGATGTCACTCTCGGTGCCTACCGAGTCTTTGGCTGTGCAGGACAGGCTGGTAACGATGTCTTGATTGCTGCATACAACA
1 1 1 ! I 1 1 1 1 | 1 ] 1 1 1 ] : 1 1 1
t T t T t T t T +——+—+ T t T 1 T ++ 1 + T t T

CCGAAGTGGCCACCGCGAGGACTACAGTGAGAGCCACGGATGGCTCAGAAACCGACACGTCCTGTCCGACCATTGCTACAGAACTAACGACGTATGTTGT

235 240 245 250 255 260 265
Gy Phe Thr Gly Gly Ala Pro Asp Val Thr Leu Gly Ala Tyr Arg Val Phe Gy Cys Ala Gy Gin Ala Gy Asn Asp Val Leu Ile Ala Ala Tyr Asn
ORF

AGGCCTTTGAAGATGGTGCTCAAATCATCACTGCCTCCATTGGCGGTCCCTCTGGTTGGGCGGAGGAGCCTTGGGCTGTTGCTGTCAGCCGTATCGTTGA

TCCGGAAACTTCTACCACGAGTTTAGTAGTGACGGAGGTAACCGCCAGGGAGACCAACCCGCCTCCTCGGAACCCGACAACGACAGTCGGCATAGCAACT

270 275 280 285 290 295 300
Lys Ala Phe Glu Asp Gly Ala Gin lle Il Thr Ala Ser lle Gy Gy Pro Ser Gy Trp Ala Gu Gu Pro Trp Ala Val Ala Val Ser Arg Ile Val Asp
ORF

TGCCGGTGTTCCTTGCACTGTCTCTGCTGGTAACGATGGTGATCACGGTCTTTTCTACGCCAGCACGGCGGCCAACGGAAAGAAGGTTCTCGCTGTTGCT

I | 1 ] I 1 I ] I | 1 ] I 1 I ] I ] I Il
t 1 t T t T t T 1 T t T 1 T t 1 + T t T

ACGGCCACAAGGAACGTGACAGAGACGACCATTGCTACCACTAGTGCCAGAAAAGATGCGGTCGTGCCGCCGGTTGCCTTTCTTCCAAGAGCGACAACGA
305 310 315 320 325 330
Ala_ Gy Val Pro Cys Thr Val Ser Ala Gly Asn Asp Gly Asp His Gly Leu Phe Tyr Ala Ser Thr Ala Ala Asn Gly Lys Lys Val Leu Ala Val Ala
ORF

150

100

1000



TCTGTTGACAACGCGAACATCCCAACCGTCTTCTCTCTCTCTAGCTACAAGGTTGACAACGGCGATGCTCAGCAGTTCGGCTATGTCTCTTCCGCCAAAG

AGACAACTGTTGCGCTTGTAGGGTTGGCAGAAGAGAGAGAGATCGATGTTCCAACTGTTGCCGCTACGAGTCGTCAAGCCGATACAGAGAAGGCGGTTTC

335 340 345 350 355 360 365
Ser Val Asp Asn Ala Asn Ile Pro Thr Val Phe Ser Leu Ser Ser Tyr Lys Val Asp Asn Gy Asp Ala Gin Gn Phe Gly Tyr Val Ser Ser Ala Lys

ORF >

CCTGGAAGGGAGTGAACAAGCCCATCTACGCCGTGACACTCGACACCACCATTCCCAACGATGCCTGCGATCCTCTCCCTGATAGCACTCCTGACCTCTC
} J 3 | } | } } } | } } i | } J 4 } } i
T T T T T T T T T T T T t T t T t 1 t

GGACCTTCCCTCACTTGTTCEGGTAGATGCGGCACTGTGAGCTGTGGTGGTAAGGGTTGCTACGGACGCTAGGAGAGGGACTATCGTGAGGACTGGAGAG

370 375 380 385 390 395 400
Ala Trp Lys Gy Val Asn Lys Pro Ile Tyr Ala Val Thr Leu Asp Thr Thr lle Pro Asn Asp Ala Cys Asp Pro Leu Pro Asp Ser Thr Pro Asp Leu Ser

ORF >

CAACTATATCGTCCTTGTCCGTCGCGGTACCTGCACCTTTGTCCAGAAGGCTCAGAACGTCGCTGCAAAGGGCGCCAAGTATCTCCTCTATTACAACACC

PRI SN ST EN B SRP RIS SR S S S S | IR S | PRI RIS R S | PRSI ST B | Pl BRI R S R I |
-+ LA e -+ T 7 LB e LI e e L LA e e t ++

GTTGATATAGCAGGAACAGGCAGCGCCATGGACGTGGAAACAGGTCTTCCGAGTCTTGCAGCGACGTTTCCCGCGGTTCATAGAGGAGATAATGTTGTGGE

405 410 415 420 425 430
Asn Tyr lle Val Leu Val Arg Arg Gy Thr Cys Thr Phe Val Gin Lys Ala GIn Asn Val Ala Ala Lys Gly Ala Lys Tyr Leu Leu Tyr Tyr Asn Thr
ORF

GCTGCTGGTGCCCTGGCTGTTGATGTTAGCACTGTGACGCAAATCACCGCCGCCGGAATGGTTCAAGACTCGACTGGTGCGGCTTGGATTGCTGCCCTCA
PRI B | PRI TSR R S A | PRI SR | PRI BRI S PRSI R | PIl BRI T S R I |
L LI e o T A T -t e 1 +

CGACGACCACGGGACCGACAACTACAATCGTGACACTGCGTTTAGTGGCGGCGGCCTTACCAAGTTCTGAGCTGACCACGCCGAACCTAACGACGGGAGT
435
a  Ala

440 445 450 455 460 465
Al Gly Ala Leu Ala Val Asp Val Ser Thr val Thr GIn lle Thr Ala Ala Gly Met Val Gin Asp Ser Thr Gly Ala Ala Trp lle Ala Ala Leu

ORF >

AGGATGGAAAGACGGTTACCTTGTCCATGGTTAACTCGGATGAAGCGACAAAGCAGATCCAATTTGCCGACAACAAGGTCACTGGCGGTGCTCTCAGCAC

TCCTACCTTTCTGCCAATGGAACAGGTACCAATTGAGCCTACTTCGCTGTTTCGTCTAGGTTAAACGGCTGTTGTTCCAGTGACCGCCACGAGAGTCGTG

470 473 480 485 490 495 500
Lys Asp Gly Lys Thr Val Thr Leu Ser Met Val Asn Ser Asp Glu Ala Thr Lys Gn Ile GIn Phe Ala Asp Asn Lys Val Thr Gy Gly Ala Leu Ser Thr
ORF

GTACACTTCCTGGGGCCCTACCTGGGAGGTAGACGTCAAGCCTCAAATCAGCTCTCCTGGCGGCAACATTCTGTCCACCTACCCCGTCGCTAAGGGAGGA
: 1 " I . 1 . | . ! : | . I . ! ; | '
4 T T T 4 T f T T T 4 T T T 4 T ' T 4

CATGTGAAGGACCCCGGGATGGACCCTCCATCTGCAGTTCGGAGTTTAGTCGAGAGGACCGCCGTTGTAAGACAGGTGGATGGGGCAGCGATTCCCTCCT
505 510 515 520 525 530
Tyr Thr Ser Trp Gy Pro Thr Trp Glu Val Asp Val Lys Pro Gn Ile Ser Ser Pro Gy Gy Asn lIle Leu Ser Thr Tyr Pro Val Ala Lys Gly Gly
ORF

TATGCCACCCTTTCCGGCACATCAATGGCTTGCCCATTGACTGCTGCTGCTGTTGCTCTGGTTGGTCAAGCTCGCAAGACATTCGACCCTGTCCTGCTTG

b | PRI SR R S A | IR SR | e e PR ETETE ER | e I it
T T T T r T T T T T T T T T T

T y t t
ATACGGTGGGAAAGGCCGTGTAGTTACCGAACGGGTAACTGACGACGACGACAACGAGACCAACCAGTTCGAGCGTTCTGTAAGCTGGGACAGGACGAAC

535 540 545 550 555 560 565
Tyr Ala Thr Leu Ser Gy Thr Ser Met Ala Cys Pro Leu Thr Ala Ala Ala Val Ala Leu Val Gly Gin Ala Arg Lys Thr Phe Asp Pro Val Leu Leu
ORF

AGAATCTGCTGGCCACGACTGCCAACCCCCAGCTTTTCAACGATGGCGCCCAATTCTACAACTTCCTCGCTCCCGTCGCTCAGCAGGGTGGTGGTCTCAT

TCTTAGACGACCGGTGCTGACGGTTGGGGGTCGAAAAGTTGCTACCGCGGGTTAAGATGTTGAAGGAGCGAGGGCAGCGAGTCGTCCCACCACCAGAGTA

570 575 580 585 590 595 600
Glu Asn Leu Leu Ala Thr Thr Ala Asn Pro Gin Leu Phe Asn Asp Gly Ala GIn Phe Tyr Asn Phe Lleu Ala Pro Val Ala Gn Gn Gy Gy Gy Leu Ile
ORF

CCAGGCCTATGATGCCGCCTTTGCTACCACTCTTCTGTCTCCATCCAGCTTGTCGTTCAACGACACTGACCACTTCGTCCGCAAGAGGCAAATCACTCTC

PRI Bt | PEPRPREN SR R S ] | EFPRTE SR | FIFTTRRE PR R e L PR IPTPRRT TS SIS BT S | fp]
- 1 LN i e i T L e e LI e e L e e t ++

GGTCCGGATACTACGGCGGAAACGATGGTGAGAAGACAGAGGTAGGTCGAACAGCAAGTTGCTGTGACTGETGAAGCAGGCGTTCTCCGTTTAGTGAGAG

605 610 615 620 625 630
Gin Ala_ Tyr Asp Ala Ala Phe Ala Thr Thr Leu Leu Ser Pro Ser Ser Leu Ser Phe Asn Asp Thr Asp His Phe Val Arg Lys Arg Gn Ile Thr Leu

ORF >

AAGAACACCAGCAAGCAGAGGGTCACCTACAAGCTCAACCACGTCCCCACCAACACATTCTACACTCTGACAGGCGACAGCCCCTACCCAGCTCCCTTCE
} 1 1 } t 1 + } + } } } 1 } } 1 1 } t 1
TTCTTGTGETCGTTCGTCTCCCAGTGGATGTTCGAGTTGGTGCAGGGGTGGTTGTGTAAGATGTGAGACTGTCCGCTGTCGGGGATGGGTCGAGGGAAGG

635 640 645 650 655 660 665
Lys Asn Thr Ser Lys Gn Arg Val Thr Tyr Lys Leu Asn His Val Pro Thr Asn Thr Phe Tyr Thr Leu Thr Gy Asp Ser Pro Tyr Pro Ala_ Pro Phe

ORF >

CCAACGACGCCATTGCGGCTCACGCCACCGTCAGACTTGGTCTGGAGCAAGTGACTCTCCCTGCTGGAAGGTCCATCACCATTGATGTCCTTCCTACCCC

GGTTGCTGCGGTAACGCCGAGTGCGGTGGCAGTCTGAACCAGACCTCGTTCACTGAGAGGGACGACCTTCCAGGTAGTGGTAACTACAGGAAGGATGGGG

670 675 680 685 690 695 700
Pro Asn Asp Ala Ile Ala Ala Hs Ala Thr Val Arg leu Gy Lleu Glu Gin Val Thr Leu Pro Ala Gy Arg Ser Ile Thr Ile Asp Val Leu Pro Thr Pro

ORF >
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TCCTCGAGGCGTTGACGCAAAGCGCCTTGGCCTGTGGTCTGGCTACATCACAGTCAACGGTACAGACGGCAGCGCCCTCTCTGTCCCATACCAAGGTCTC

I ] i ] I | Il ] i | 1 ] i ] I ] i ] } |
t 1 t T t 1 t T t T t 1 1 T t 1 + T t

AGGAGCTCCGCAACTGCGTTTCGCGGAACCGGACACCAGACCGATGTAGTGTCAGTTGCCATGTCTGCCGTCGCGGGAGAGACAGGGTATGGTTCCAGAG
705 710 15 720 25 30
Pro Arg Gly Val Asp Ala Lys Arg Leu Gly Leu Trp Ser Gly Tyr Ile Thr Val Asn Gly Thr Asp Gy Ser Ala Leu Ser Val Pro Tyr Gn Gly Leu
ORF >

ACCGGTTCCCTTCACAAGCAGAAGGTCCTCTACCCEGCAGACTCATGGATCAGCAAGTCCACCGATGAGAATCTGAACCCTETCGACAACGECACTGTTT
+ } + } + } + } + f + } t } + } + } + }

TEECCAAGGGAAGTGTTCGTCTTCCAGGAGATGGGCCGTCTGAGTACCTAGTCGTTCAGETGECTACTCTTAGACTTGGEACAGCTGTTGCCGTGACAAA
35 40 745 750 735 60 65

Thr Gly Ser Leu His Lys Glin Lys Val Leu Tyr Pro Ala Asp Ser Trp Ile Ser Lys Ser Thr Asp Glu Asn Leu Asn Pro Val Asp Asn Gly Thr Val

e

\/

TCACTATCCCCGCCCCAGGCAACGCTCAGTCCACCGACGTGCTCCCCTCCCTTGTCGTCAGCCCAGCTTTCGGCTCCCGGCTCGTTCGCGTTGATCTTGT

1 ] I ] I Il 1 ] I | 1 ] I ] I ] ! ] I ]
t 1 1 T t T t T 1 T t T 1 T t 1 + T t

AGTGATAGGGGCGGGGTCCGTTGCGAGTCAGGTGGCTGCACGAGGGGAGGGAACAGCAGTCGGGTCGAAAGCCGAGGGCCGAGCAAGCGCAACTAGAACA

Z70. 775, 780 790 795 800
Phe Thr Ile Pro Ala Pro Gy Asn Ala Gln Ser Thr Asp Val Lleu Pro Ser Lleu Val Val Ser Pro Ala Phe Gly Ser Arg leu Val Arg Val Asp Leu Val
ORF >

GCTCTTGTCAGCTCCTCCTAAGAACACCAAGGTCAAGACAACCAAGTTCCTTGATACCACGTCCATTGGCCAGCCCGCTGGATCGCCTCTTCTCTGGGEG

I 1 I | I 1 } | I | Il | L | I ! L | I 1
t 1 t T 1 T t T 1 T t T 1 T t 1 t T 1

CGAGAACAGTCGAGGAGGATTCTTGTGGTTCCAGTTCTGTTGGTTCAAGGAACTATGGTGCAGGTAACCGGTCGGGCGACCTAGCGGAGAAGAGACCCGC

805 810 815 820 825 830
Leu Leu Ser Ala Pro Pro Lys Asn Thr Lys Val Lys Thr Thr Lys Phe Leu Asp Thr Thr Ser Ile Gy Gn Pro Ala Gy Ser Pro leu Leu Trp Ala

ORF >

AGCCGTGGCGCAACTCCTCTTTCATGGAGCGGCGAGCTGACTGACAACAAGTTTGCTCCTCCCGGAACCTACAAGGCCGTCTTCCATGCTCTGCGCATTT

I } 4 | } | Il Il } | 1 } 4 | I } 1 Il } |
t 1 1 T 1 ] t T 1 T t T 1 T t 1 t T t

TCGGCACCGCGTTGAGGAGAAAGTACCTCGCCGCTCGACTGACTGTTGTTCAAACGAGGAGGGCCTTGGATGTTCCGGCAGAAGGTACGAGACGCGTAAA

B35 B840 845 850 835 860 BBS
Ser Arg Gly Ala Thr Pro leu Ser Trp Ser Gly Glu Leu Thr Asp Asn Lys Phe Ala Pro Pro Gly Thr Tyr Lys Ala Val Phe His Ala Leu Arg Ile
>

TCGGCAACGAGAAGAAGAAGGAGGATTGGGATGTAAGCGAGTCCCCTGCGTTTACCATCAAGTATGCGTAGGTGGGTGAATAAAGCGAGGGGGGATGATG
L ! ; | s | L I 4 | L | ; I s | | I s |
t 1 t T t { t T + T + 1 t T t 1 t T t {
AGCCGTTGCTCTTCTTCTTCCTCCTAACCCTACATTCGCTCAGGGGACGCAAATGGTAGTTCATACGCATCCACCCACTTATTTCGCTCCCCCCTACTAC

870 875 B0 BBS 890
Phe Gly Asn Glu Lys Lys Lys Gu Asp Trp Asp Val Ser Glu Ser Pro Ala Phe Thr Ile Lys Tyr Ala I3
ORF [ 3'UTR

Codon de Paro

TGATTGCATGATCAGGTACTTATGGGATAGGAATAGCGAAACGAAAATAGTATATGGTATTCTTTTTTCTTGAC 3’
+ f t } f } f } : | t i t } |

ACTAACGTACTAGTCCATGAATACCCTATCCTTATCGCTTTGCTTTTATCATATACCATAAGAAAAAAGAACTG w® 5/
IR ]

2774

152



Tvhydiil, DNA (423pb)

5 CLTTTCCAAAAGAAGATAAATAGCATCCTCTTTCTCCTCTEATACCCGTTCACTTCTCTCTTCCTCCCATCAACACAAATCCAGCTTCCTTTTCCAACTCGC

3¢

I I ] 1 ] I 1 ] I | 1 ] 1 | I I ] I ]
B 1 LI e t T LI B i B T -+ T+t B e e t 1

AAAGGTTTTCTTCTATTTATCGTAGGAGAAAGAGGAGACTATGGGCAAGTGAAGAGAGAAGGAGGGTAGTTGTGTTTAGGTCGAAGGAAAAGGTTGAGCG

TCCTTCATTCACTCGCTAAGCCTAGCTTTTTCATTATTCTCTTCGAATTCACTCCTTTTTTAAATATACTTCTCTCGTTGTATACAACCCATCAGTCAAG

I l I | 4 1 I Il I | I Il 4 L I Il 4 | I ]

t 1 1 -+ 1 1 L | 1 T -+ 1 1 oottt} 1 L t T

AGGAAGTAAGTGAGCGATTCGGATCGAAAAAGTAATAAGAGAAGCTTAAGTGAGGAAAAAATTTATATGAAGAGAGCAACATATGTTGGGTAGTCAGTTC

ATGCAGTTCCTCGCCGTTGCCGCTCTCCTCTTCACCGCAGCTTTTGCTGCTCCCTCTTCTGAGGCCCACGGACTCCGTCGTCGTGACCAGGCGTGGTGCC
I ] 1 I 1 1 1 1 ! 1 ] 1 1 1 ] ! 1 1 1

4

++ t 1 A H+ T e 1 e + ++ 1+ t A

TACGTCAAGGAGCGGCAACGGCGAGAGGAGAAGTGGCGTCGAAAACGACGAGGGAGAAGACTCCGGGTGCCTGAGGCAGCAGCACTGGTCCGCACCACGG
ORF E14

CCGACGGTTTATACGCGAGCCCCCAGTGCTGTGATGTCGACGTTCTTGGCGTCGCTGCTCTCGATTGCCGTACTCGTGAGTATTCTCAATATTAAACCCA
I ] 4 Il + Il 4 1 I | I ] n | I ] 4 1 I ]

T T N T T T T T T T T T N T T T N T T T
GGCTGCCAAATATGCGCTCGGGGGTCACGACACTACAGCTGCAAGAACCGCAGCGACGAGAGCTAACGGCATGAGCACTCATAAGAGTTATAATTTGGGT

ORF E14

[ Intron 1

TAATATCCCTGAGATATTAACAAGCGAAATAGCTCCCGTGGCGCCGAGCAAATGCAAGTCGTTTGGCAGCGTCTGTGCCGCCATCGGCCTTCAGCCCAAG
I

L s y | | s | L ; | ' |
-+ T -+ t T L o o e 1 e t - -+ t -
ATTATAGGGACTCTATAATTGTTCGCTTTATCGAGGGCACCGCGGCTCGTTTACGTTCAGCAAACCGTCGCAGACACGGCGGTAGCCGGAAGTCGGGTTC

ORF E14

TGCTGCGTCCTTCCTGTTGTAAGTTTTTTAAACCATCCTTATCAGTCACGGACAATATACTGAATCCTATTCCAGGCTGGAGTTGCTGTTCTCTGCACTG

PRI | EFEFEPIES SPTEr R | IR PR | PRI B S | e L P PRI R i R I ]
L 1 +—++ -+ L T T LI e 1 LA e 1 L e 1 S

ACGACGCAGGAAGGACAACATTCAAAAAATTTGGTAGGAATAGTCAGTGCCTGTTATATGACTTAGGATAAGGTCCGACCTCAACGACAAGAGACGTGAC
ORF E14

[ Intrén 2 ]

ATCCCCTCCCCCCTGCTTTCTAAGCACACATTCGCCAAACCCTTGGCCGAGAGTCGGGTCGATACTGTGACAGGCTTTGTACATTGAGCTACCTGTTAAT

I 1 I 1 | 1 ] I ! I I

] ! 1 I Il ] y ] 1
++ t T + t T -+ ++ T i+ T+ + L L e t 7

TAGGGGAGGGGGGACGAAAGATTCGTGTGTAAGCGGTTTGGGAACCGGCTCTCAGCCCAGCTATGACACTGTCCGAAACATGTAACTCGATGGACAATTA

ORF E14

GACGTGTTAATAATCATGTGTCGGCTTTGGATCAACGAGGTATGAGGATGGAGGCGCGGGCGGGAGGGATGAATATGTAGCTTCACTTCGATATAAACCC
L ! s ! s | . ! s | : ! | ! : ! , | s |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
CTGCACAATTATTAGTACACAGCCGAAACCTAGTTGCTCCATACTCCTACCTCCGCGCCCGCCCTCCCTACTTATACATCGAAGTGAAGCTATATTTGGE

TTTTGAGATTACATTAATGGATA 37
PRTEE I B |

AT T |
1 } ' : | 823

AAAACTCTAATGTAATTACCTAT*() 57

153

100



Tvhydiil, cDNA (103aa)

5’ ®“ATGCAGTTCCTCGCCGTTGCCGCTCTCCTCTTCACCGCAGCTTTTGCTGCTCCCTCTTCTGAGGCCCACGGACTCCGTCGTCGTGACCAGGCGTGGTGCC
L L I 4 I 4 I " I ' I L I 4 ] ' I " I L I
t T t T T T t T t t t T t } } t t t + |

3’ TACGTCAAGGAGCGGCAACGGCGAGAGGAGAAGTGGCGTCGAAAACGACGAGGGAGAAGACTCCGGGTGCCTGAGGCAGCAGCACTGGTCCGCACCACGG

1 3 10 15 20 25 30
Met GIn Phe Leu Ala Val Ala Ala Leu Leu Phe Thr Ala Ala Phe Ala Ala Pro Ser Ser Glu Ala His Gly Leu Arg Arg Arg Asp GIn Ala Trp Cys

| Dominio de Translocacion HGLR
Codon de Inicio

CCGACGGTTTATACGCGAGCCCCCAGTGCTGTGATGTCGACGTTCTTGGCGTCGCTGCTCTCGATTGCCGTACTCCTCCCGTGGCGCCGAGCAAATGCAA

GGCTGCCAAATATGCGCTCGGGGGTCACGACACTACAGCTGCAAGAACCGCAGCGACGAGAGCTAACGGCATGAGGAGGGCACCGCGGCTCGTTTACGTT

5 40 45 50 55 60 65
Pro Asp Gly Leu Tyr Ala Ser Pro Gin Cys Cys Asp Wal Asp Val Leu Gly Val Ala Ala Leu Asp Cys Arg Thr Pro Pro Val Ala Pro Ser Lys Cys Lys
ORF >

GTCGTTTGGCAGCGTCTGTGCCGCCATCGGCCTTCAGCCCAAGTGCTGCGTCCTTCCTGTTGCTGGAGTTGCTEGTTCTCTGCACTGATCCCCTCCCCCCT
+ } t f t } + } t + t } t } + } t } t }
CAGCAAACCGTCGCAGACACGGCGGTAGCCGGAAGTCGGGTTCACGACGCAGGAAGGACAACGACCTCAACGACAAGAGACGTGACTAGGGGAGGGGGGA

70 75 B0 85 90 95 100
Ser Phe Gly Ser Val Cys Ala Ala Ile Gy Leu Gin Pro Lys Cys Cys Val Leu Pro Vval Ala Gy Val Ala Val Leu Cys Thr Asp Pro Leu Pro Pro

>

GCTTTCTAA 3
309

CGAAAGATT@ 5
—_—
Ala Phe 3

ORF

Codon de Paro

154

200



Tampl, DNA (1487pb)

5 ClGTTETAAGTTTTTGTCTCTAGTGATAGTATTCTACCATCTCGGTATAATTCTCGECCGACATTTCTCTTCETAEAATTGTATGATGCATTGGAAACGTAT

3

I 1 ] 1 ] I | 1 ] 1 | 1 ] 1 ! 1 ] Il ] I |
T T T T T T ' T T T ! T T T T T T T T T

I
CAACATTCAAAAACAGAGATCACTATCATAAGATGGTAGAGCCATATTAAGAGCCGGCTGTAAAGAGAAGCATCTTAACATACTACGTAACCTTTGCATA

GAGTATAAAGATGGGCTTCATCTGCTTGTTCGAATCTCTTCATCTCAGCCGCTGCATCCTGAAAGGCAACCATCGCATCACCTAGGTGGTGGCTAGAATC
I ] 1 ! I ] . 1 I | 1 1 n ! 1 ] : ] I ]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
CTCATATTTCTACCCGAAGTAGACGAACAAGCTTAGAGAAGTAGAGTCGGCGACGTAGGACTTTCCGTTGGTAGCGTAGTGGATCCACCACCGATCTTAG

ATGAAGCTCCTAGCAACTCTGGCTCTCCTGGCGCCTCTGGTGGCATCGCGCTCTCTAGAAACAGACTCACCAAGTCCACGTACGACTAAAGTCAGTTACG
: | . ! s 1 : ! s ! ; ] , ! : | . I s 1

T T v T T T v T T T v T T T T T T T T T
TACTTCGAGGATCGTTGAGACCGAGAGGACCGCGGAGACCACCGTAGCGCGAGAGATCTTTGTCTGAGTGGTTCAGGTGCATGCTGATTTCAGTCAATGC
ORF E15

ATGGGCACCATCTTTACAGAATAAGAGCTGCGGACCAGAAAGAAGCTGAATTTCTCACGAAACGATTTGCCACGTACCATACAGAGGTCACTTCTCGTGG

t t
TACCCGTGGTAGAAATGTCTTATTCTCGACGCCTGGTCTTTCTTCGACTTAAAGAGTGCTTTGCTAAACGGTGCATGGTATGTCTCCAGTGAAGAGCACC
ORF E15

PRI ST I SR NS SIS S NS S S S S A SN SN A T S S S S T S WA S S N ST S S T S S [ S A ST S AT S S S S S W [T WA AT S SN ST S I W |
T T T T T ' T T T T T T T T T T T T

ATTCGAGGTCATTATTCCGCCCAATGAAGTCCGCAGTTTCAACGAACTAGGACTCAATGCTCGTCTACTGAGTGATGACATTGGATCACAAATCCGGGAT

TAAGCTCCAGTAATAAGGCGGGTTACTTCAGGCGTCAAAGTTGCTTGATCCTGAGTTACGAGCAGATGACTCACTACTGTAACCTAGTGTTTAGGCCCTA
ORF E15

GAAAGCAAGACGCCAACTTACAAGCGCTCACTACACAAAGTTGGCGAGCTACCAGATTTGAGCTGGTATGATTCATATCATGCGTATGACGATCACCTCC
)IlL:iIIIIIIJJ:J)I)}Iill=iIli{ijljl‘llll‘Llili:lill%ljjll‘LI\I:I!IIJ‘IIJIEJIL\:\IilIiliJ:)llL}lll .41.{
CTTTCGTTCTGCGGTTGAATGTTCGCGAGTGATGTGTTTCAACCGCTCGATGGTCTAAACTCGACCATACTAAGTATAGTACGCATACTGCTAGTGGAGG

ORF E15

AATACTGGGATGACCTATTGGCTGCCTTTCCAAGGAATTCTAAAAAGTATGATATTGGTTCTTCGTACGAGAACCGTACCATATATGCTTTCCACTTCTT
i ] i ! I Il i 1 I | N 1 L ! I ] Il ] I Il
t 1 t t t t t 1 + T t 1 t t t 1 t T t

TTATGACCCTACTGGATAACCGACGGAAAGGTTCCTTAAGATTTTTCATACTATAACCAAGAAGCATGCTCTTGGCATGGTATATACGAAAGGTGAAGAA
ORF E15

TGGCGATAAGGGCATCAAGGGAGATAAGCCCATCATTTTGTGGCATTCCACGGTCCACGCAAGAGAATGGATTACAACATTGGTATATTTGCCCCGCATC
f } t f t { t } t } + f t f t } t f t }
ACCGCTATTCCCGTAGTTCCCTCTATTCGGGTAGTAAAACACCGTAAGGTGCCAGGTGCGTTCTCTTACCTAATGTTGTAACCATATAAACGGGGCGTAG

ORF E15

Intron 1

H‘

CTATACATTCTATACAATCTAATAGGAAGTTTTCAGGTAATCGAATACTGGGCGTGGCAGCTCATTAACGGACACAAATCAAGGAACTCAGATATAACGA
t } t f + } i } t i t } t f t } t } t }
GATATGTAAGATATGTTAGATTATCCTTCAAAAGTCCATTAGCTTATGACCCGCACCGTCGAGTAATTGCCTGTGTTTAGTTCCTTGAGTCTATATTGET

ORF E15

Intrén 1 |

GAATCCTCGACTACTATGACTTCTGGCTTGTTCCATTTCACAATCCCGATGGTAAGTAGAGTCTTGAGTTAATAGCCTCTTACAAAATGCTAATACCGTT
I 1 1 ! I | : 1 1 ] 1 ] y ! 1 ] 1 1 I !
B o I o o o o o o o L o o o o o o o o OB T o o o o o o

CTTAGGAGCTGATGATACTGAAGACCGAACAAGGTAAAGTGTTAGGGCTACCATTCATCTCAGAACTCAATTATCGGAGAATGTTTTACGATTATGGCAA
ORF E15

EX
3
=]

L8]

CCTGTCTACCCCACGCAGGCTTCTACTATACTCAAACCACTGATCGTATGTGGAGGAAGAATCGCCTGCCTCGCAGCAACACTACCTGTGTTGGAACAGA
: | ' 1 s 1 ; | y ! ; ] ; 1 y | L ! s 1
t T t t t T t 1 t T t T t t + T t T t

GGACAGATGGGGTGCGTCCGAAGATGATATGAGTTTGGTGACTAGCATACACCTCCTTCTTAGCGGACGGAGCGTCGTTGTGATGGACACAACCTTGTCT
ORF E15

H‘

Intrdn 2

TCTCAACCGTAACTGGAAATTTGAGTGGGGTGGTGAGCCAGGCACGGGAGCCGCATCTACAGATCCATGCGATGAAACTTTCCAGGGTCTGAGCCCGGGT
i ] Il Il I | 3 | I | i ] . Il I ] Il ] I |
t T t T t t t 1 t T t 1 t T t 1 t T t
AGAGTTGGCATTGACCTTTAAACTCACCCCACCACTCGGTCCGTGCCCTCGGCGTAGATGTCTAGGTACGCTACTTTGAAAGGTCCCAGACTCGGGCCCA
ORF E15

GATACCCCTGAAAATATCGTGTTATCAGGCCTCTCAGACAAACTAGGAGCATCACGGAAGGGAATTCGATCATACATTGACCTTCACAGTTATGGCCAAA
I J 1 Il } ] 3 Il ¥ | 1 ] 4 Il I J Il Il } ]

t T 1 1 1 ] } T t l i T 1 1 t T t T 1
CTATGGGGACTTTTATAGCACAATAGTCCGGAGAGTCTGTTTGATCCTCGTAGTGCCTTCCCTTAAGCTAGTATGTAACTGGAAGTGTCAATACCGGTTT
ORF E15
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AGATTTTAACGCCACCCGGATGGACATGCAACACCTCTCAGTACCCAGCTACGCTTCCTCGGATGCTTGATGTTGCAGAGGGTTTTGCTAATGCTGTACA

I ] I l I Il 1 ] I | I ] I | I ] y l I Il
T T N T T T T T T T T T T T T T T T T T

TCTAAAATTGCGGTGGGCCTACCTGTACGTTGTGGAGAGTCATGGGTCGATGCGAAGGAGCCTACGAACTACAACGTCTCCCAAAACGATTACGACATGT

ORF E15

AGCATTCGACAGCCGCAATGAAACATACCAGTATGGAGCAGGCTGTGATATTGAGTATTATTCGGCTGGTAATGGCCGTGACCACCATTACGGCGCTTAT

TCGTAAGCTGTCGGCGTTACTTTGTATGGTCATACCTCGTCCGACACTATAACTCATAATAAGCCGACCATTACCGGCACTGGTGGTAATGCCGCGAATA

ORF E15

GGCGCGGATCACTCTTGGACTCTAGAATTAGATCCAGTGACATCTAGCCAAGGTGGCTTTGTCCTGCCTCCAGCAAATATTTGGCCTGTTGTCCAGGAAC

I ] : Il I | I ] I | 1 ] ! | I ] ! ] I |
¥ T ¥ T T T T T T T 4 T T T T T ¥ T T T

CCGCGCCTAGTGAGAACCTGAGATCTTAATCTAGGTCACTGTAGATCGGTTCCACCGAAACAGGACGGAGGTCGTTTATAAACCGGACAACAGGTCCTTG

ORF E15

AGTGGGCGGGAGTGCTCTGGCTGCTCAATAACGTTTGGTTCAATTAGTCGACATTATGAAGAAGAGAATATAGAACATTAAATACGCTTTCATTGATTTG
n | ; I s | L | s | L | ; | s | ; | s I
' T ' T N 1 ' T N T ' T " L T T ' T T T

TCACCCGCCCTCACGAGACCGACGAGTTATTGCAAACCAAGTTAATCAGCTGTAATACTTCTTCTCTTATATCTTGTAATTTATGCGAAAGTAACTAAAC

ORF E15 7

ACCAATGGACCGTATTTGACATGCTCCTCTTTGGAACGTAAAAAAGAAACATTAGTACCGGCGTATAATTTCTTCATCATCTGTCGGGTTATCATTTAAT

TGGTTACCTGGCATAAACTGTACGAGGAGAAACCTTGCATTTTTTCTTTGTAATCATGGCCGCATATTAAAGAAGTAGTAGACAGCCCAATAGTAAATTA

GACGTATATTTGACTTGACCTTCACAGGTTTCAACGGCTTATAGATGCTAAAGAGGCATTCTCTATCATGCAGTTTTGGCTGTTGAA 3’

|w||:||w:nw|w:....=w|ww:w||I....:.:..I....}::w:}w:.:....I:;;.:.. I:w::}:w..}...w::} 1887

CTGCATATAAACTGAACTGGAAGTGTCCAAAGTTGCCGAATATCTACGATTT TCCGTAAGAGATAGTACGTCAAAACCGACAACTT\() 5"
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Tampl, cDNA (442pb)

5’ (>‘ATGAAGCTCCTAGCAACTCTGGCTCTCCTGGCGCCTCTGGTGGCATCGCGCTCTCTAGAAACAGACTCACCAAGTCCACGTACGACTAAAGTCAGTTACG

3’

TACTTCGAGGATCGTTGAGACCGAGAGGACCGCGGAGACCACCGTAGCGCGAGAGATCTTTGTCTGAGTGGTTCAGGTGCATGCTGATTTCAGTCAATGE

1 5 10 15 20 25 30
Met Lys Leu leu Ala Thr Leu Ala Leu Leu Ala Pro Lleu Val Ala Ser Arg Ser Leu Glu Thr Asp Ser Pro Ser Pro Arg Thr Thr Lys Val Ser Tyr
ORF

Codén de Inicio

ATGGGCACCATCTTTACAGAATAAGAGCTGCGGACCAGAAAGAAGCTGAATTTCTCACGAAACGATTTGCCACGTACCATACAGAGGTCACTTCTCGTGG
I 1 1 1 I 1 1 1 1 ] 1 ] I ] I ] : 1 I 1
T T N T N T v T N T N T N T T T ! T v T

TACCCGTGGTAGAAATGTCTTATTCTCGACGCCTGGTCTTTCTTCGACTTAAAGAGTGCTTTGCTAAACGGTGCATGGTATGTCTCCAGTGAAGAGCACC

S 40 45 S0 55 60 685
Asp Gly His Hs Leu Tyr Arg Ile Arg Ala Ala Asp Gln Lys Gu Ala Glu Phe Leu Thr Lys Arg Phe Ala Thr Tyr His Thr Gu Val Thr Ser Arg Gly
ORF

ATTCGAGGTCATTATTCCGCCCAATGAAGTCCGCAGTTTCAACGAACTAGGACTCAATGCTCGTCTACTGAGTGATGACATTGGATCACAAATCCGGGAT
' 1 4 ] + I : I 4 I ' 1 4 I ' I ; I } I
r T T T T T T T T T ' T T T ' T ’ T i T

TAAGCTCCAGTAATAAGGCGGGTTACTTCAGGCGTCAAAGTTGCTTGATCCTGAGTTACGAGCAGATGACTCACTACTGTAACCTAGTGTTTAGGCCCTA

70 75 80 BS. 90 Qs 100
Phe Glu Vval Ile Ile Pro Pro Asn Glu Val Arg Ser Phe Asn Glu Leu Gly Leu Asn Ala Arg Leu Leu Ser Asp Asp lle Gly Ser Gn Ile Arg Asp

ORF >

GAAAGCAAGACGCCAACTTACAAGCGCTCACTACACAAAGTTGGCGAGCTACCAGATTTGAGCTGGTATGATTCATATCATGCGTATGACGATCACCTCC

Il ] I | } ] 1 ] } | 1 ] 1 | } J 1 ] } ]
T T T LI T T T T T T T T T T T T T T

CTTTCGTTCTGCGGTTGAATGTTCGCGAGTGATGTGTTTCAACCGCTCGATGGTCTAAACTCGACCATACTAAGTATAGTACGCATACTGCTAGTGGAGG

105 110 115 120 125 130
Glu Ser Lys Thr Pro Thr Tyr Lys Arg Ser Leu Hs Lys Val Gly Glu Leu Pro Asp Leu Ser Trp Tyr Asp Ser Tyr Hs Ala Tyr Asp Asp His Leu

ORF >

AATACTGGGATGACCTATTGGCTGCCTTTCCAAGGAATTCTAAAAAGTATGATATTGGTTCTTCGTACGAGAACCGTACCATATATGCTTTCCACTTCTT

I ] 1 1 I 1 1 ] I | 1 ] I 1 1 Il 1 1 I 1
t T 1 Tt T t T t T t T 1 T - + T t T

TTATGACCCTACTGGATAACCGACGGAAAGGTTCCTTAAGATTTTTCATACTATAACCAAGAAGCATGCTCTTGGCATGGTATATACGAAAGGTGAAGAA

135 140 145 150 155 160 165
Gin Tyr Trp Asp Asp Leu Leu Ala Ala Phe Pro Arg Asn Ser Lys Lys Tyr Asp lle Gly Ser Ser Tyr Glu Asn Arg Thr Ile Tyr Ala Phe His Phe Phe

ORF >

TGGCGATAAGGGCATCAAGGGAGATAAGCCCATCATTTTGTGGCATTCCACGGTCCACGCAAGAGAATGGATTACAACATTGGTAATCGAATACTGGGCG
L 1 I | I 1 I L I | I Il I Il I l 4 | 1 ]
T T T T T T T T T T v T T T T T ' T ¥ T

ACCGCTATTCCCGTAGTTCCCTCTATTCGGGTAGTAAAACACCGTAAGGTGCCAGGTGCGTTCTCTTACCTAATGTTGTAACCATTAGCTTATGACCCGC

170 175 180 185 180 195 200
Gy Asp Lys Gly Ile Lys Gy Asp Lys Pro Ile Ile Leu Trp His Ser Thr Val His Ala Arg Glu Trp Ile Thr Thr Leu Val Ile Gu Tyr Trp Ala
ORF

TGGCAGCTCATTAACGGACACAAATCAAGGAACTCAGATATAACGAGAATCCTCGACTACTATGACTTCTGGCTTGTTCCATTTCACAATCCCGATGGET
I 1 1 Il I 1 1 1 1 ! I ] I ! 1 ] : ] I 1
t T t L e T t T t T t T 1 T+ t T ++ T t

ACCGTCGAGTAATTGCCTGTGTTTAGTTCCTTGAGTCTATATTGCTCTTAGGAGCTGATGATACTGAAGACCGAACAAGGTAAAGTGTTAGGGCTACCGA

205 210 215 220 225 230
Trp GIn Leu lle Asn Gy His Lys Ser Arg Asn Ser Asp lle Thr Arg Ile Leu Asp Tyr Tyr Asp Phe Trp Leu Val Pro Phe His Asn Pro Asp Gly

ORF >

TCTACTATACTCAAACCACTGATCGTATGTGGAGGAAGAATCGCCTGCCTCGCAGCAACACTACCTGTGTTGGAACAGATCTCAACCGTAACTGGAAATT
I 1 1 1 I 1 1 1 1 | 1 ] 1 ! 1 ] y 1 I 1
t T 1 Tt T t T t T t T + T t T t T t

AGATGATATGAGTTTGGTGACTAGCATACACCTCCTTCTTAGCGGACGGAGCGTCGTTGTGATGGACACAACCTTGTCTAGAGTTGGCATTGACCTTTAA

235 240 245 250 255 260 265
Phe Tyr Tyr Thr Gin Thr Thr Asp Arg Met Trp Arg Lys Asn Arg Leu Pro Arg Ser Asn Thr Thr Cys Val Gly Thr Asp Leu Asn Arg Asn Trp Lys Phe
ORF

TGAGTGGGGTGGTGAGCCAGGCACGGGAGCCGCATCTACAGATCCATGCGATGAAACTTTCCAGGGTCTGAGCCCGGGTGATACCCCTGAAAATATCGTG

I | 1 ] I | 3 ] I | I ] I ! I ] I ] } ]
LI L L B B B

ACTCACCCCACCACTCGGTCCGTGCCCTCGGCGTAGATGTCTAGGTACGCTACTTTGAAAGGTCCCAGACTCGGGCCCACTATGGGGACTTTTATAGCAC

270 275 280 285 290 295 300
Gu Trp Gly Gy Gu Pro Gy Thr Gy Ala Ala Ser Thr Asp Pro Cys Asp Glu Thr Phe Gin Gly Lleu Ser Pro Gy Asp Thr Pro Glu Asn lle  val

ORF >

TTATCAGGCCTCTCAGACAAACTAGGAGCATCACGGAAGGGAATTCGATCATACATTGACCTTCACAGTTATGGCCAAAAGATTTTAACGCCACCCGGAT

L 1 ' I ' I 4 1 ' ] L 1 4 L L I 4 1 s I

+ t + t + t t i + } + , + } + t + t t t

AATAGTCCGGAGAGTCTGTTTGATCCTCGTAGTGCCTTCCCTTAAGCTAGTATGTAACTGGAAGTGTCAATACCGGTTTTCTAAAATTGCGGTGGGCCTA
305 310 315 320 325 330

Leu Ser Gly leu Ser Asp Lys Lleu Gy Ala Ser Arg Lys Gy lle Arg Ser Tyr lle Asp Leu His Ser Tyr Gy Gn Lys Ile Leu Thr Pro Pro Gl

ORF >

157

100

1000



GGACATGCAACACCTCTCAGTACCCAGCTACGCTTCCTCGGATGCTTGATGTTGCAGAGGGTTTTGCTAATGCTGTACAAGCATTCGACAGCCGCAATGA

CCTGTACGTTGTGGAGAGTCATGGGTCGATGCGAAGGAGCCTACGAACTACAACGTCTCCCAAAACGATTACGACATGTTCGTAAGCTGTCGGCGTTACT
335 340 345 350 355 360 365
Trp Thr Cys Asn Thr Ser GIn Tyr Pro Ala Thr Leu Pro Arg Met Leu Asp Val Ala Glu Gy Phe Ala Asn Ala Val Gn Ala Phe Asp Ser Arg Asn Glu
ORF

AACATACCAGTATGGAGCAGGCTGTGATATTGAGTATTATTCGGCTGGTAATGGCCGTGACCACCATTACGGCGCTTATGGCGCGGATCACTCTTGGACT

1 ] I ] I | L ] 1 | 1 ] 1 | I ] 1 Il I ]
-+ LB e i e t T -+ + y A+ T -t t L N N t 1

TTGTATGGTCATACCTCGTCCGACACTATAACTCATAATAAGCCGACCATTACCGGCACTGGTGGTAATGCCGCGAATACCGCGCCTAGTGAGAACCTGA

370 375 380 385 390 395 400

Thr Tyr Gin Tyr Gy Ala Gy Cys Asp Ile Gu Tyr Tyr Ser Ala Gly Asn Gly Arg Asp His His Tyr Gy Ala Tyr Gy Ala Asp Hs Ser Trp Thr
ORF

CTAGAATTAGATCCAGTGACATCTAGCCAAGGTGGCTTTGTCCTGCCTCCAGCAAATATTTGGCCTGTTGTCCAGGAACAGTGGGCGGGAGTGCTCTGGC

PRI B | EPEPEPEE SRR RS W | EPEPEEE R PRI P S S | PRI PR S R PI PRI BT B PEFEErEr |
+ ++ B i T L e T LB B B e B t 7

GATCTTAATCTAGGTCACTGTAGATCGGTTCCACCGAAACAGGACGGAGGTCGTTTATAAACCGGACAACAGGTCCTTGTCACCCGCCCTCACGAGACCG

405 410 415 420 425 430
Leu Gu leu Asp Pro Val Thr Ser Ser Gn Gly Gy Phe Val Leu Pro Pro Ala Asn Ile Trp Pro Val Val Gn Glu Gin Trp Ala Gly Val Leu Trp

ORF >

TGCTCAATAACGTTTGGTTCAATTAGTCGACATTATGAAGAAGAGAATATAGAACATTAAATACGC 3
1366
ACGAGTTATTGCAAACCAAGTTAATCAGCTGTAATACTTCTTCTCTTATATCTTGTAATTTATGCG \@ 5°

435 440
Lleu Leu Asn Asn Val Trp Phe Asn M

ORF

Codon de Paro
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1100

1200
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