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RESUMEN

Botrytis cinerea es un hongo fitopatdégeno capaz de infectar mas de 200 especies vegetales
causando importantes pérdidas en la agricultura. Entre las proteinas que secreta se encuentran
varias endo-R-1,4-xilanasas, las cuales participan en la degradacion de un importante
componente de la pared celular vegetal, el xilano. Los mutantes carentes de alguna de las
xilanasas que se han generado previamente muestran una pérdida muy pequefia, o ninguna, de
la capacidad de infeccion, posiblemente porque el hongo secreta varias proteinas con esta
actividad capaces de compensar la falta de la enzima ausente en el mutante.

En este trabajo, se ha analizado el genoma de B. cinerea para determinar el nimero de
endo-B-1,4-xilanasas que codifica y se ha disefiado un estrategia para silenciar de forma
simultanea, mediante RNA de interferencia, los cinco genes encontrados. Para ello, se
sintetizé quimicamente un gen quimérico compuesto de secuencias cortas obtenidas de estos
cinco genes, y se expreso en el hongo de manera que se obtuviese RNA de doble cadena con
la secuencia correspondiente. Con el fin de lograr este objetivo se ensayaron dos técnicas
alternativas: 1) la expresion simultanea de la cadena sentido y de la antisentido, y 2) la
expresion de dos secuencias en tdndem, invertidas, cuya transcripcion da lugar a un RNA de
doble cadena con estructura de tallo-bucle. Ambos sistemas se han puesto en practica, se han
obtenido los transformantes de B. cinerea y se ha realizado un anélisis preliminar de los
mismos.

ABSTRACT

Botrytis cinerea is a phytopathogenic fungus able of infecting more than 200 plant species
causing major losses in agriculture. Among the proteins secreted by this fungus, several endo-
R-1,4-xylanases can be found, which are involved in the degradation of an important
component of plant cell wall, xylan. The mutants lacking one of these xylanases that have
generated previously show little, or any, reduction of virulence, possibly because the fungus
secretes other proteins with this activity that can compensate for the one missing in the
mutant.

In this work the genome of B. cinerea has been analyzed to determine the number of
endo-B-1,4-xylanases that it encodes, and a strategy has been designed to simultaneously
silence by RNA interference the five genes that were encountered. In order to do this, a
chimeric gene was chemically synthesized, composed of short sequences obtained from these
five genes, and was expressed in the fungus in such a way that double stranded RNA with the
corresponding sequence is obtained. To achieve this, two alternative methods were tested: 1)
the simultaneous expression of the sense and antisense strands, and 2) the expression of two
inverted tandem sequences whose transcription results in a double stranded RNA with stem-
loop structure. Both systems were tested, the B. cinerea transformants were obtained, and a
preliminary analysis of them has been performed.

Palabras claves/keywords:
Botrytis cinerea, xilanasa/xylanase, silenciamiento/silencing, RNAI, “building block”
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Introduccion

1. Botrytis cinerea Y SU CICLO DE VIDA

Botrytis cinerea Pers.:Fr (B.cinerea) es un hongo fitopatdgeno capaz de infectar alrededor
de 200 especies vegetales, provocando la enfermedad conocida como “podredumbre gris”
(Jarvis, 1977). En Canarias, B. cinerea tiene una gran incidencia, afectando a los cultivos
mayoritarios como son la vid y el tomate, con gran importancia econdémica en las islas.

Segun el Cédigo Internacional de Nomenclatura Boténica, Botrytis cinerea pertenece a la
division Ascomycota, clase Leotiomycetes, orden Helotiales y familia Sclerotiniaceae
(Williamson et al., 2007). Se trata de un hongo pleomoérfico que recibe el nombre de
Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetz en su estado sexual y de Botrytis cinerea Pers.:Fr, en
su estado asexual. En su estado sexual utiliza ascosporas como medio de propagacion,
mientras que las conidias, esporas asexuales especializadas, no moviles, son las unidades

reproductivas en el estado asexual.

El ciclo de vida comienza con la formacion de las conidias en los conidi6foros y su
posterior liberacion y propagacion por corrientes de aire a grandes distancias. Cuando, las
conidias llegan a la superficie de la planta se adhieren debilmente y, si las condiciones son
favorables (alta humedad relativa, presencia de nutrientes), se produce su germinacion. El
tubo germinal se prolonga e inicia la penetracion del tejido vegetal, dando lugar a una lesion
primaria (van Kan, 2006). En todo este proceso, el hongo secreta diversos componentes para
debilitar las defensas del hospedador, destacando enzimas hidroliticas que degradan las
envueltas celulares como celulasas, xilanasas, poligalacturonasas, etc. (Schumacher and
Tudzynski, 2012). La lesién en el hospedador se generaliza cuando los tejidos sanos
circundantes son colonizados y macerados, produciéndose una necrosis generalizada y la
muerte de la planta. Se inicia, entonces, la produccion de nuevas conidias que seran
diseminadas por el aire, pudiendo colonizar nuevos hospedadores, completandose asi, el ciclo
de vida del hongo (Schumacher and Tudzynski, 2012).

Para el control de B. cinerea se han ensayado diversas estrategias, siendo el uso de
fungicidas la mas popular de todas ellas. Sin embargo, la aparicién de cepas resistentes a estos
farmacos (Leroux, 2004), la contaminacion ambiental que provocan (Torres del Castillo,
2001) y su coste economico (Rosslenbroich and Stuebler, 2000), hacen que se potencie la
busqueda de nuevas alternativas de control mas efectivas y menos dafiinas para el medio

ambiente.
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En este contexto, la identificacion de factores de virulencia o factores de patogenicidad de
B. cinerea presenta un gran interés, porque puede conducir al desarrollo de nuevas formas de
lucha contra la infeccidn, estableciendo mecanismos que permitan neutralizar este tipo de

factores en el hongo.
2. FACTORES DE PATOGENICIDAD DE B. cinerea

En el anélisis de la interaccion hongo-planta y la busqueda e identificacion factores de
patogenicidad, se ha prestado especial atencién a la degradacion de la pared celular vegetal
por el huésped, por ser ésta una de las primeras barreras a superar en el proceso infectivo.
Celulasas, hemicelulasas y endopoligalacturonasas son las principales enzimas secretadas
durante la colonizacion del tejido, responsables de la degradacion de los componentes
mayoritarios de la pared, la celulosa, las hemicelulosas y la pectina, respectivamente. Analizar
el papel que cada una de estas enzimas tiene en la virulencia del huésped, no es tarea facil en
B. cinerea, ya que se ha detectado una gran redundancia entre las proteinas que secreta al
medio extracelular. Asi, se han descrito 6 endopoligalacturonasas (Wubben et al., 2000;van
Kan, 2006), 2 pectin-metil esterasas, (Valette-Collet et al., 2003;Kars et al., 2005) o 14
aspartil proteasas entre las proteinas que componen el secretoma del hongo (Espino et al.,
2010). Las estrategias experimentales cominmente utilizadas para analizar el papel de
cualquiera de ellas, la interrupcion genica (Valette-Collet et al., 2003;Prins et al., 2000;Soulie
et al., 2003) y el remplazamiento génico (Melendez et al., 2009;Rui and Hahn, 2007;Brito et
al., 2006), dejan de ser utiles, cuando el hongo secreta mas de una enzima al medio
extracelular con similar actividad a la proteina que se ha delecionado. Ademas, el nimero de
marcadores selectivos de resistencia a antibidticos disponibles para poder realizar
simultdneamente mutaciones de varios genes en este hongo, es muy limitado. Se requieren,
por tanto, nuevas estrategias que permitan analizar el papel de un grupo de proteinas con

propiedades similares en el proceso infectivo desarrollado por el hongo.

Entre las enzimas hidroliticas que degradan la pared vegetal secretadas por B. cinerea, se
ha podido comprobar que la endo-B-1,4-glucanasa Cel5A (Espino et al., 2005), a pesar de que
se expresa durante la infeccion, no es esencial para la virulencia, mientras que la
endopoligalacturonasa 1 se ha definido como factor de patogenicidad, cuya mutacion provoca
una disminucion importante de las lesiones producidas por el hongo (ten Have et al., 1998).
El anélisis de las xilanasas secretasdas por B.cinerea ha revelado que la endo-B-1,4-xilanasa

XynllA, una glicosil hidrolasa de la familia 11, es necesaria para el establecimiento de la
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infeccion (Brito et al., 2006), aunque su delecién provocd tan sélo una disminucion
aproximada del 30% en la actividad xilanasa detectada en el medio extracelular (Brito et al.,
2006). Estudios posteriores mostraron, que esta enzima, en realidad, actua como un elicitor,
provocando independientemente de su actividad , la respuesta hipersensible en la planta
(Noda et al., 2010).

El hecho de que la mutacion del gen xyn11A s6lo provocase la pérdida de la tercera parte
de la actividad xilanasa total en el medio extracelular, pone de manifiesto la existencia de
otras proteinas con la misma actividad. Hasta el momento, por tanto, no se ha podido estudiar
si la presencia en el secretoma de proteinas con capacidad hidrolitica sobre el xilano afecta de

manera relevante a la virulencia del hongo.

El principal objetivo de este trabajo es analizar la presencia de otras endo-B-1,4- xilanasas
en el medio extracelular, ya que estas enzimas son las primeras en actuar en la degradacion
del xilano, y utilizando el silenciamiento génico como nueva aproximacion experimental en

biologia molecular, estudiar su posible papel en la virulencia de B. cinerea.
3. SILENCIAMIENTO GENICO POR RNA

El silenciamiento génico por RNA o interferencia por RNA (RNAI) fue descrito en
hongos filamentosos por primera vez en Neurospora crassa (Romano and Macino, 1992) v,
desde entonces, han sido numerosas las especies de hongos en las que también ha sido

estudiado este fendmeno (Chang et al., 2012a) (Nunes and Dean, 2012).

El RNAI es desencadenado por moléculas de RNA de doble cadena (RNAdc) de pequefio
tamafo que presentan homologia de secuencia con el DNA o RNA diana y que provocan la
metilacion del DNA y modificacion de la cromatina (silenciamiento génico transcripcional,
TGS) o la degradacion del mRNA vy represion de su traduccion (silenciamiento génico post-
transcripcional, PTGS) (Burroughs et al., 2014a). En el proceso intervienen proteinas muy
conservadas, como las Dicer, Argonautas y RNA polimerasas dependientes de RNA (RdRP)
(Chang et al., 2012b). Basicamente, el silenciamiento génico post-transcripcional se inicia por
la presencia de una molécula de ARNdc larga, exdgena o inducida por la presencia de
transposones o transgenes repetidos, que es reconocida por Dicer, una ribonucleasa de la clase
I11 de la superfamilia RNasa-111. Esta ribonucleasa provoca la degradacion de la molécula de
ARNdc en pequefios fragmentos de 21 a 24 nucleotidos, los siRNAs, que a su vez son

acoplados al RISC o RNA-induced silencing complex, que sera el responsable de la blsqueda
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de los ARNm diana, con regiones complementarias a los siRNAs. La proteina Argonauta
central de este complejo catalizara entonces la degradacion del mRNA, provocando el
silenciamiento post-transcripcional del gen correspondiente (Chang et al., 2012a;Wilson and
Doudna, 2013).

El silenciamiento génico por RNA se considera un mecanismo fundamental en la
regulacién de la expresion génica y en la defensa contra virus y transposones (Burroughs et
al., 2014b), y contra patdgenos no virales regulando la respuesta inmune (Pumplin and
Voinnet, 2013). Sin embargo, también se ha convertido en una importante herramienta para
analizar la funcién de los genes, permitiendo manipular la expresion de éstos y analizar su
funcién, en diversos hongos filamentosos, ademas de en otros organismos (Kuck and Hoff,
2010). Para ello, se han desarrollado, basicamente dos estrategias, que conducen ambas a la
generacion de moléculas de ARNdc que sirvan de inductores de todo el proceso del
silenciamiento (Shan, 2010). La primera de ellas consiste en transformar al organismo con
construcciones con el gen o un fragmento del mismo en orientaciones contrarias (sentido y
antisentido) que provoquen la aparicién de dos cadenas de ARNm complementarias entre si,
que hibridaran en el citoplasma dando lugar a una molécula de ARN bicatenario. La segunda,
la estrategia tallo:bucle o hairpin, utiliza una construccion que exprese dos regiones invertidas
en tandem del gen a silenciar, separadas por un fragmento de ADN inespecifico no
relacionado, de forma que los transformantes producen un ARN con estructura de horquilla,
con una region de doble cadena debido a la complementariedad de las regiones invertidas y un

lazo debido al fragmento que separa estas regiones (Nguyen et al., 2008).

En el presente trabajo se pretende utilizar estas dos estrategias para conseguir silenciar
simultaneamente todas las endo-B-1,4 xilanasas sintetizadas por B. cinerea por el método de
silenciamiento de multiples genes conocido como building block. Este nuevo sistema ya ha
sido ensayado con éxito en Magnaporthe oryzae (Van et al., 2012;Nguyen et al., 2011) y
consiste en la generacion de una secuencia artificial compuesta de regiones cortas de los
genes que se desea silenciar, que una vez introducida en el hongo por cualquiera de las dos
estrategias descritas anteriormente (sentido-antisentido y tallo-bucle), dara lugar al
silenciamiento de todos ellos. De esta forma, se espera disponer de cepas de B. cinerea
silenciadas para todas las xilanasas que su genoma codifica y se podra analizar si la carencia
de esta actividad enzimatica en su secretoma afecta drasticamente la capacidad infectiva del

hongo.
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Objetivos

OBJETIVOS

1. Identificar los genes de endo-R-1,4-xilanasa presentes en el genoma de B. cinerea.

2. Disefiar una estrategia para el silenciamiento simultdneo de todos los genes
codificantes para endo-B-1,4-xilanasas, haciendo uso del fenémeno de interferencia
por RNA.

3. Generar las construcciones necesarias para el silenciamiento génico e introducirlas en

la cepa silvestre de B. cinerea B05.10.

4. Analizar en los transformantes resultantes la eficacia de la estrategia de silenciamiento
génico utilizada para silenciar los genes diana, asi como el fenotipo de las cepas

resultantes.

'



)
LL
—J
<
ad
LLI
-
<
>

\

)
O
QO
O
-
LLI
=
>




Material y Métodos

1. ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

1.1. Hongos
- Botrytis cinerea (B. cinerea) B05.10 (Bdttner et al., 1994): cepa haploide derivada de la cepa

SAS56, cedida por el Dr. Paul Tudzynski (Westfalische Wilhems-Universitat Munster,

Alemania).

Esta cepa y las generadas en el presente trabajo se conservaron de manera rutinaria a 4°C, en
el caso de conservar los conidios, o en medio de extracto de tomate al 25 %, en el caso de

conservar sus micelios.

1.2. Bacterias
- Escherichia coli (E. coli) XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA): recAl endAl gyr96 thi-1

hsdR17 supE44 relAl lac [F’proAB lacl ZAM 15 Tn10 (Tet )]

- Escherichia coli (E. coli) SURE2 (Stratagene, La Jolla, CA): el4(McrA’) A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)171 endAl gyrA96 thi-1 supE44 relAl lac recB rec sbcC umuC::Tn5 (Kan')
uvrC [F" proAB lacl%ZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam']. Esta cepa carece de componentes que
catalizan el reordenamiento y delecidon de estructuras secundarias y terciarias de ADN no
convencionales, siendo especialmente util en el clonaje de secuencias repetidas o
complementarias. Cedida gentilmente por el Dr. Diego de la Rosa (Universidad de La
Laguna).

Las cepas bacterianas se cultivaron, rutinariamente, en medio LB con los antibidticos
requeridos y en condiciones aerdbicas a 37°C y fueron conservadas a -80°C resuspendidas en

glicerol al 15%.

1.3. Especies vegetales
- Nicotiana tabacum cv. Havana (N. tabacum): Variedad de tabaco, cultivada a temperatura

ambiente con periodos de luz de 12 horas y una humedad del 70 % hasta alcanzar los 40 cm.

2. MEDIOS DE CULTIVO
2.1. Para el cultivo de B. cinerea
- ME (Malt Extract): Extracto de malta (Bacto malt extract, DIFCO) al 1 %.

- MEA (Malt Extract Agar): Extracto de malta (Bacto malt extract, DIFCO) al 3 %, agar
bacteriolégico al 1,5 %.

- Tomate agar: Extracto de frutos de tomate al 25 % (p/v) ajustado a pH 5,4 con NaOH,
agar 2 %.

- SH agar: Sacarosa 0,6 M, HEPES 5 mM pH 6,5, NH4H,PO4 1mM, agar al 1,2 %.
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- SH top-agar: Sacarosa 0,6 M, HEPES 5 mM pH 6,5, NH4sH,PO4, 1mM, agar 0,6 %.

- GamXyl: Gamborg B5 (Duchefa Biochemie B.V., Holanda) al 0,3 %, tampdn fosfato 25
mM pHB6, xilano 1 %, agar 1,5 %.

- YGG: Extracto de levadura (Yeast extract, Panreac) 0,5 %, glucosa 2 %, Gamborg B5 al
0,3 %.

En los casos de cepas resistentes, los medios anteriormente citados, fueron suplementados con

100 pg/ml de higromicina y/o nourseotricina.

2.2. Parael cultivo de E. coli

- LB (medio Luria y Bertani): Bactotriptona 1 %, extracto de levadura 0,5 %, NaCl 1 %.
El pH se ajusté a 7,5 con NaOH. Cuando fue necesario se suplementé con 50 pg/mi
ampicilina o 10 pg/ml tetraciclina.

- LB-agar: Medio LB suplementado con agar al 1,5%. Cuando fue necesario se afiadio 50
pg/ml ampicilina 010 pg/ml tetraciclina.

- SOB: Triptona 2 %, extracto de levadura 0,5 %, NaCl 0,01 M, KCI 2,5 mM, MgCI2 10
mM, MgS04 10mM.

3. PLASMIDOS

3.1. pNDN-OGG y pNAH-OGG: derivados del plasmido pRS426, cedidos por la Dra.
Schumacher  (Wilhelms-Universitat Minster, Alemania), (Schumacher, 2012). Los dos
plasmidos contienen un casete de expresion del gen eGFP (gen de la proteina verde
fluorescente de Aequorea victoria) controlado por el promotor oliC de A. nidulans y por el
terminador gluc de B. cinerea. pPNDN-OGG (10626 pb) presenta un casete de resistencia a
nourseotricina al contener el gen natl que codifica para la nourseotricina acetil transferasa
bajo control del promotor trpC de Aspergillus nidulans. En pNAH-OGG (10992 pb), el gen
natl esta sustituido por gen hph de E.coli, que codifica para la higromicina fosfotransferasa,
confiriendo resistencia a la higromicina. Los dos casetes se encuentran flanqueados por dos
regiones, del gen niaD de B. cinerea que codifica para la nitrato reductasa en el caso de
PNDN-OGG, y del gen niiA que codifica para la nitrito reductasa en pNAH-OGG. Estas
regiones seran las responsables de que los plasmidos se integren en el genoma de forma
dirigida en el locus niaD y niiA, respectivamente. Estos plasmidos confieren resistencia a

ampicilina como marcador selectivo en procariotas.

3.2. pLOBL1: plasmido de 5286 pb cedido gentilmente por el profesor Dr. J.A.L. van Kan

(Wageningen Agricultural University, Holanda), que contiene el gen hph de E. coli, que
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codifica para la higromicina fosfotransferasa, bajo el control del promotor oliC de Aspergillus

nidulans. También confiere resistencia a ampicilina como marcador selectivo en procariotas.

4. AISLAMIENTO DE CONIDIAS DE B. cinerea

1) Inocular placas de tomate agar con conidias conservadas en silice o a -80°C y mantener 10
a 14 dias en la oscuridad a 20°C, exponiendo diariamente las placas durante 5 min a luz
ultravioleta cercana.

2) Al cabo de este tiempo, cubrir la superficie de la placa con 15 ml de agua estéril, y separar
las conidias con ayuda de un asa de siembra de vidrio.

3) Filtrar la suspension obtenida a través de algodon hidrofilo para retirar los restos de
micelio y recoger las conidias por centrifugacion.

4) Lavar las conidias con agua estéril centrifugando durante 5 min a 1500 x g.

5) Finalmente, resuspender las conidias en agua estéril y cuantificarlas utilizando un

hemocitémetro.

5. PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO DE E. coli
De manera rutinaria, se utilizo el kit Quick Clean 5M Miniprep (GenScript, U.S.A)

siguiendo las instrucciones del fabricante. Unicamente, para casos concretos, se siguieron

otros dos protocolos que se describen a continuacion.

5.1. Método TENS
Utilizado para llevar a cabo rastreos en busca de clones positivos en los clonajes
realizados en vectores plasmidicos. EIl proceso de extraccion se efectudé de la siguiente
manera:
1) Centrifugar 1,5 ml de un cultivo bacteriano crecido durante toda una noche a 37°C,
decantar el sobrenadante y resuspender las células en el liquido residual.
2) Anadir 300 ml de disolucién TENS (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, NaOH 0,1 M,
SDS 0,5%), mezclar por inversion del tubo y afiadir 150 pl de acetato sodico 3 M pH 5,2.
3) Mezclar nuevamente por inversion, centrifugar los tubos durante 2 min a 156 x g y
afiadir, al sobrenadante recuperado, 0,9 ml de etanol absoluto a -20°C.
4) Centrifugar 5 min, lavar el sedimento con etanol al 70% y resuspender el ADN en 20 pl
de H,0 estéril.
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5.2. Extraccion a gran escala.

La purificacion de ADN plasmidico a gran escala se llevé a cabo siguiendo una
modificacion del método descrito por Sambrook et al. (Sambrook and Russell, 2001), tal y
como se describe a continuacion:

1) Recoger por centrifugacion las células de un cultivo bacteriano de 200 ml crecido durante

una noche a 37°C y resuspenderlas en 4,5 ml de GTE (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM

pH 8, EDTA 10 mM).

2) Agregar 9 ml de la disolucion NaOH-SDS (NaOH 0,2 N, SDS 1%) y después de 5 min en

hielo, afadir 6,75 ml de acetato potasico 5M pH 4,8.

3) Mantener los tubos en hielo durante otros 5 min y centrifugar durante 10 min a 15.000
rpm en una centrifuga Beckman equipada con rotor JA-14.
4) Filtrar el sobrenadante recuperado a traves de papel de filtro, afiadir 12 ml de isopropanol

y mezclar por inversion.

5) Tras 10 min a temperatura ambiente, centrifugar con las mismas condiciones descritas
anteriormente.
6) Lavar el precipitado con etanol al 70%, resuspender en 1 ml de agua e incubar durante 10

min con 100 pg de RNasa (10 mg/ml) en tampon Tris-HCI 10 mM pH 7,5, NaCl 15 mM.
7) Se trataron las muestras con un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) vy

precipitar el ADN presente en la fase acuosa afadiendo un décimo del volumen de

acetato sédico (3M, pH 5,2) y dos volimenes de etanol absoluto a -20°C.

8) Finalmente, resuspender el ADN precipitado en 100 pl de agua estéril.

6. REACCIONES DE AMPLIFICACION POR PCR

Los cebadores utilizados en las reacciones de amplificacion realizadas en este trabajo,
fueron suministrados por Life Technologies (Paisley, Scotland) y sus secuencias se
encuentran recogidos en la Tabla 1.

La polimerasa Phusion (FINNZYMES) se uso para amplificar fragmentos de DNA que
fuesen a ser clonados vy, en el resto de los casos, se utilizd la polimerasa Taq (GenScript). El

protocolo basico seguido en cada uno de los casos se detalla en la Tabla 2.

7. PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Los fragmentos amplificados por PCR fueron purificados utilizando el kit de purificacién

Quickclean PCR purification kit (Genscript, U.S.A) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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8. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN DE GELES DE AGAROSA

Para purificar fragmentos de ADN de geles de agarosa, se utilizo el kit Zymoclean Gel

DNA Recovery kit (Zymo Research, U.S.A) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 1. Relacion de cebadores utilizados en este trabajo. En las secuencias se sefialan

la/s

diana/s de restriccion introducida/s.

Nombre

Secuencia (5° —3°)

XY L-FW(Ncol)

XYL-RV(BamHI +
Notl)
XYL-FW(BamH]I +
Notl)
XYL-RV(Ncol)

XYL-FW(Notl)
LINK-RV(BamHI)

ATCCCATGGAACCGCGACTTTTAACCAG
CTACGATGCGGCCGCGACGATGGATCCTTCGCTGGGGGTGGAGCC

CTACGATGCGGCCGCGACGATGGATCCAACCGCGACTTTTAACCAG

TAGCCATGGTTCGCTGGGGGTGGAGC
CTACGATGCGGCCGCAACCGCGACTTTTAACCAG
CGATGGATCCTTAATTAAGGCCGGCCG

NOUR-RV-check CAGGCGCTCTACATGAGC
NR-FW-check AGGATGGTTTGGTTTCGG
NR-MBD-SMA TCCCCCGGGTTTACCATGATCGGGTCGA
NR-MBD-BAM CGGGATCCACCTCCTTTAAGCGCTTT
NiiA-BO5-FW AAGATACACGCATATCGG
NiiA-B05-RV GATTTTTGACTTCTTGGC
NiiA-FW-check GGTGACAGTGAAGGATGC

Tabla 2. Ciclos y temperaturas utilizadas en las reacciones de amplificacion por PCR con las polimerasas
Taqy Phusion.

Taq Phusion
N© ciclos Descripcion Temperatura Duracion Temperatura Duracion
1x Desnaturalizacion 95°C 30s 98°C 30s
9x Desnaturalizacion 95°C 15s 98°C (5-10) s
Anillamiento Ta* 30s Ta 30s
Extensién 68°C Te** 72°C Te
19x Desnaturalizacion 95°C 15s 98°C 30s
Anillamiento Ta 30s Ta 30s
Extensién 68°C Te + 3 sextraen 72°C Te + 2 sextra
cada ciclo en cada ciclo
1x Extensién extra 68°C 10 min 72°C 10 min
1x 18°C indefinido 18°C indefinido

*Ta: Temperatura de anillamiento; **Te: Tiempo de elongacion.

9. TRANSFORMACION DE Escherichia coli

Se siguio el protocolo de Sambrook et al. (Sambrook and Russell, 2001).
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9.1. Preparacion de células competentes de E. coli

1) Inocular 2 ml de LB suplementado con tetraciclina (10 pg/ml) con una colonia de la
correspondiente cepa de E. coli, previamente crecida en una placa de LB-agar con
tetraciclina, e incubar toda la noche a 37°C.

2) Utilizar este cultivo para inocular tres matraces con 200 ml de medio SOB cada uno de
ellos, con 0,1, 0,4 y 0,6 ml del preindculo e incubar a 18-20°C con agitacion hasta que uno
de los cultivos alcance una densidad déptica de 0,4-0,6 a 600 nm.

3) Incubar las células en un bafio de hielo durante 10 min y recogerlas por centrifugacion a
800 x g durante 10 min.

4) Resuspender el sedimento en 40 ml de tampon TB (Hepes-KOH 10 mM pH 6,7, CaCl, 15
mM, KCI 250 mM, MnCl; 55 mM) a 0°C, incubar durante 10 min en hielo y recoger de
nuevo las células por centrifugacion.

5) Resuspender el sedimento en 16 ml de TB frio, mezclar con 1,2 ml de dimetilsulfoxido y
distribuir las células competentes en alicuotas de 0,1 ml.

6) Congelar inmediatamente en nitrogeno liquido y conservar a -80°C hasta el momento de su
uso.

9.2. Transformacion de E. coli por choque térmico

1) Descongelar una alicuota de células competentes en un bafio de hielo, afiadir el ADN en un

volumen menor o igual a 10 pl e incubar la mezcla en hielo durante 10 min.

2) Incubar durante 90 segundos a 42°C, y mantener durante otros 2 min en hielo.

3) Anadir 1 ml de LB, incubar durante una hora a 37°C y sembrar las células en placas de LB-

agar con los antibiéticos adecuados.

10. PCR DE COLONIAS

1) A partir de un cultivo en medio solido de E. coli, picar cada colonia con un palillo estéril.

2) Resuspender las células en 25 pl de agua estéril, agitando el palillo y haciéndolo girar
durante 5”.

3) Utilizar en la reaccion de PCR 5 pl de la suspension bacteriana y seguir el protocolo

general de amplificacion por PCR descrito en el apartado 6 de esta seccion.

11. TRANSFORMACION DE B. cinerea

11.1. Obtencion de protoplastos
Este método esta basado en el protocolo descrito por Hamada et al. (Hamada et al., 1994)

y modificado por van Kan et al. (Van Kan et al., 1997).
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1)

2)

3)

4)

5)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

12.

1)

Inocular 300 ml de ME con una suspension de conidias a una concentracion final de 1,5 x
10° conidias/ml e incubar durante 16-20 horas a 20°C a 180 rpm en un agitador rotatorio.
Recoger el micelio por filtracion en un kitasato estéril y lavarlo 2 veces con disolucion
KC (KCI1 0,6 M, CaCl, 50 mM).

Resuspender en 50 ml de disolucion KC suplementada con Glucanex (Sigma-Aldrich) a
una concentracion final de 7,5 mg/ml e incubar durante 2 horas a 20°C con el mismo
agitador del paso 1 a 140 rpm, comprobando la formacion de protoplastos cada 30 min.
Filtrar la suspension para eliminar el micelio sin digerir, primero a través de tejido de
nylon con un didmetro del poro de 25 pum y, posteriormente, de 10 pm y sedimentar los
protoplastos obtenidos por centrifugacién durante 10 min a 100 x g.

Lavar el sedimento con disolucion KC y resuspender los protoplastos en esta misma

disolucion a una concentracion final de 10° protoplastos/ml.

11.2. Transformacion de los protoplastos

Precipitar 5 pg del ADN transformante con acetato potasico 5 M pH 4,8/etanol,
resuspender en 95 pl de disolucion KC e incubar durante 5 min en hielo.

Afadir 5 pl de espermidina (Sigma-Aldrich) 5 mM vy, después de incubar en hielo
durante 5 min, afiadir 100 ul de la suspension de protoplastos e incubar la mezcla otros 5
min en las mismas condiciones.

Mezclar con 100 pl de una disolucion al 25% de polietilenglicol 3350 (Sigma-Aldrich) en
Tris-HCI 10 mM, pH 7,4 y CaCl, 50 mM e incubar durante 20 min a temperatura
ambiente.

Transcurrido este tiempo, afiadir 500 pl de la disolucion de polietilenglicol y mantener
durante 10 min a temperatura ambiente. Finalmente, afiadir 200 pl de disolucién KC.
Separar en dos mitades la mezcla de transformacion y resuspender cada una de ellas en
100 ml de SH-agar precalentado a 46°C y dispensar inmediatamente en placas de Petri.
Tras 20 horas de incubacion a 20°C, cubrir las placas con un volumen de
aproximadamente 15 ml/placa de SH-agar suplementado con 100 pg/ml de nourseotricina
o0 higromicina (Duchefa) e incubar a 20°C durante 4 0 5 dias mas.

Transferir las colonias transformantes a placas de MEA suplementadas con 100 pg/ml del

antibidtico requerido e incubar a 20°C durante 2-3 dias.

ENSAYO DE VIRULENCIA DE B. cinerea

Disponer hojas cortadas de tabaco sobre papel de filtro humedecido con agua estéril.
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2) Recortar un pequefio fragmento de agar con micelio de una placa de Petri en la que
previamente se crecio la cepa a ensayar.

3) Colocar los fragmentos de agar sobre la superficie de la hoja e incubar a 20°C, en
recipientes cerrados en condiciones de alta humedad.

4) Registrar el avance de la infeccion cada 24 horas y medir el radio de los halos de infeccion

obtenidos.

13. OBTENCION DE DNA GENOMICO DE B. cinerea

1) Inocular 1 ml de YGG con una porcién de agar con micelio e incubar durante tres dias a
20°C y con agitacion.

2) Al cabo de este tiempo, centrifugar, eliminar el sobrenadante y afiadir 1 ml de agua estéril
para lavar el micelio y centrifugar.

3) Resuspender el micelio en 300 pl de TES-S (Tris-HCI 100 mM pH 8,0 y EDTA 10 mM) y
afiadir bolas de vidrio de 0,5 um de diametro, hasta el menisco formado por el liquido.

4) Homogeneizar el micelio en un FastPrep-24MP BeadBeater (60 s a 6 m/s).

5) Afadir 200 ul de TES-S, 50 pul de SDS al 20% y 3 ul de proteinasa K (20 mg/ml), agitar bien
e incubar 30 min a 60°C.

6) Agujerear el fondo del tubo con una aguja al rojo, colocar sobre un tubo eppendorf sin tapa y
centrifugar 5 min a 7000 rpm en una microfuga de mesa.

7) Pasar 500 pl del filtrado a un nuevo tubo, afadir 194 ul de NaCl 5 M y 69.4 ul de CTAB
(bromuro de cetiltrimetilamonio) al 10% e incubar durante 10’ a 65°C.

8) Anadir 700 ul de SEVAG (cloroformo:isoamilico 24:1), mezclar suavemente (vortex 1°°) e
incubar durante 30’ a 0°C.

9) Centrifugar 30’ y transferir 800 ul de la fase acuosa a un nuevo tubo y volver a centrifugar
10’ a 4°C y 13500 rpm en una centrifuga Beckman equipada con rotor JA-14.

10) Transferir 650 pl de la fase acuosa a un nuevo tubo, afiadir 325 ul acetato amonico 5M,
mezclar suavemente y congelar a -70°C al menos 30°.

11) Dejar descongelar y centrifugar 10’ en las mismas condiciones que en el punto 9.

12) Transferir 900 pl del sobrenadante a un tubo nuevo e incubar con RNAsa (2 ul 10 mg/ml) en
tampdn Tris-HCI 10 mM pH 7,5, NaCl 15 mM, durante 15° a 37°C.

13) Anadir 0,55 volimenes de isopropanol para precipitar el DNA y centrifugar inmediatamente
durante 5’ en las mismas condiciones que en el punto 9.

14) Lavar 2 veces el DNA precipitado con etanol al 70% y secar en el Speed-Vac.

15) Resuspender, finalmente el DNA gendmico en 100 pul de agua estéril.
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1. ANALISIS BIOINFORMATICO DEL GENOMA DE B. cinerea
1.1. Identificacion de los genes que codifican para endo-B-1,4 xilanasas en el genoma
de B. cinerea
En la actualidad, se dispone de tres bases de datos distintas del genoma de B. cinerea,

correspondientes dos de ellas a la secuenciacion del genoma de la cepa B05.10 (Amselem et
al., 2011;Staats and van Kan, 2012) y la tercera a la secuenciacion del genoma de la cepa T4
(Amselem et al., 2011). Los codigos de acceso de los genes en estas bases de datos son: para
la cepa B. cinerea B05.10, cédigos BCIG.... y B0510...., y para la cepa B. cinerea T4,
codigos BofuT4...

El conocimiento del genoma completo del hongo permite el andlisis de la posible
presencia de genes codificantes para otras xilanasas, ademéas de la Xynl11lA (Brito et al.,
2006). Las endo-B-1,4-xilanasas (EC 3.2.1.8) provocan la ruptura del esqueleto de xilano
rompiendo enlaces entre moléculas de xilosa y pertenecen, la gran mayoria de ellas, a las
familias 10 (GH10) y 11 (GH11) de las glicosil hidrolasas (Cantarel et al., 2009), segun la
clasificacion en la base de datos CAZy (Carbohydrate-Active EnZymes, www.cazy.org),
aunque también se han descrito algunas en las familias 5, 7, 8 y 43 (Collins et al., 2005). Por
ello, se realizé una busqueda en las bases de datos del genoma de B. cinerea utilizando los
dominios que el servidor Pfam (Bateman et al., 2004) define como caracteristicos para cada
una de estas dos familias de glicosil hidrolasas, a través de las herramientas bionformaticas
disponibles en la web del Broad Institute
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/botrytis_cinerea/ToolsIndex.html). Con las
secuencias identificadas se realizaron alineamientos entre ellas, utilizando el servidor
ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), con el fin de analizar sus similitudes.
Para estimar el porcentaje de identidad entre secuencias, se utilizd el servidor EMBOSS
Stretcher (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_stretcher/). Los resultados obtenidos se

detallan a continuacion.

- Xilanasas de la familia GH10
Se identificaron un total de 4 genes que codificaban para posibles glicosil hidrolasas de la

familia 10. Tres de estos genes aparecen en las dos secuenciaciones del genoma de la cepa
B05.10, BC1G_00576.1, BC1G_01778.1 y B0510_1817, y el dltimo, BcT4 8157, en la
secuenciacion de la cepa T4. Todos los genes tienen una longitud de 1584 pb, exceptuando el
gen BC1G_00576.1 que es ligeramente mayor (1594 pb).

El siguiente paso del estudio consistié en alinear la secuencia de estos genes para analizar

si se trataban de las mismas secuencias o si las anotaciones correspondian a genes distintos.



http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/botrytis_cinerea/ToolsIndex.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_stretcher/

Resultados y Discusién

Los resultados del alineamiento (Anexo 1) revelaron que las secuencias BC1G_01778.1,
B0510_1817 y BcT4 8157, en realidad corresponden al mismo gen, pero el gen anotado
como BC1G_00576.1, es diferente (Anexo I). El porcentaje de identidad entre estos dos genes
result6 ser del 46,8%.

Esta diferencias entre cepas respecto a la presencia de una mayor cantidad de genes en una
secuenciacion frente a la otra, se puede deber a que en la cepa B05.10 el 97,3% del genoma
pudo ser alineado, mientras que en la cepa T4 fue el 96,5%. (Staats and van Kan, 2012).

Se, concluye, por tanto, que existen en el genoma de B. cinerea 2 genes que codifican para
xilanasas de la familia GH10, BC1G_00576.1 y BC1G_01778.1. Las secuencias de los genes,
de las posibles proteinas que codifican y los alineamientos realizados entre ellas estan
recogidas en el Anexo I.

- Xilanasas de la familia GH11
Se identificaron un total de 8 genes que codifican proteinas pertenecientes a la familia 11

de las glicosil hidrolasas. Cinco de estos genes se identificaron en la secuenciacion de la cepa
B05.10 (BC1G_13645.1, BC1G_03590.1, B0510_640, B0510_3175 y B0510 _2491) vy los
tres restantes, en la secuenciacion de la cepa T4 (BcT4_797, BcT4_9475 y BcT4_5561). Los
genes tienen longitudes variables, comprendidas entre 738 pby 1170 pb.

El estudio de los alineamientos realizados entre estas 8 secuencias (Anexo 1) permitio
obtener las siguientes conclusiones. Las secuencias BC1G_13545.1, B0510 2491 vy
BCT4 5561 corresponden, en realidad, al mismo gen, teniendo un porcentaje de identidad del
100% (Anexo 1). Similares resultados se obtuvieron al comparar entre si las secuencias
BC1G_03590.1, B0510 3175 y BCT4 797 y también al comparar entre ellas las secuencias
de los genes B0510 640 y BCT4_797 (Anexo 1). Se identificaron, por tanto, 3 genes distintos,
BC1G _03590.1, BC1G_13645.1 y B0510 640, que codifican para glicosil hidrolasas de la
familia 11 distintas. El porcentaje de identidad que se obtuvo al comparar las secuencias de
estos tres genes se recoge en la Tabla 3 y las secuencias de los genes, de las posibles proteinas

que codifican y los alineamientos realizados estan descritas en el Anexo 1.

Tabla 3. Porcentaje de identidad entre los genes de la familia GH11.

BC1G_03590.1/ BC1G_13645.1/ B0510_640/

genes B0510_3175/ BcT4 9475 | BO510_2491/BCT4 5561 | BCT4_797

BC1G_03590.1/
B0510_3175/ BcT4_9475

BC1G_13645.1/ 54,0
B0510_2491/BCT4_5561

39,5 42,3
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A partir de este andlisis, se concluye, por tanto, que en el genoma de B. cinerea se han
identificado 5 genes que codifican para endo-B-1,4-xilanasas (presentes tanto en la cepa
B05.10 como en la cepa T4), dos de ellas pertenecientes a la familia 10 y las tres restantes a la
familia 11 de las glicosil hidrolasas.

1.2. Anélisis in silico de las proteinas pertenecientes a las familias GH10 y GH11

En primer lugar, se comprobd la presencia de secuencia sefial en las cinco xilanasas para
las que codifica el genoma de Botrytis cinerea con el fin de corroborar que todas ellas son
proteinas secretadas al medio extracelular. Para ello se utilizd el servidor SignalP4.1
(Petersen et al., 2011), que predice ademas, el sitio de corte del péptido. Los resultados
obtenidos indicaron que todas las xilanasas tienen péptido sefial (Anexo 1), confirmando que
las secuencias identificadas en este estudio corresponden a proteinas que entran en la ruta de
secrecion.

También se analizo la posibles similitud entre estas proteinas (los alineamientos de las
secuencias se recogen en el Anexo | de la presente memoria) Entre las dos xilanasas de la
familia GH10 se encontré un porcentaje de identidad del 28.2% y de similitud del 36.0%.
Los porcentajes de identidad y similitud obtenidos al analizar, dos a dos, las 3 xilanasas
identificadas de la familia GH11 se recogen en la Tabla 4. De entre ellas, la codificada por el
gen BcT4_797 corresponde a la endo-B-1,4-xilanasa XynllA, caracterizada por factor de
patogenicidad en estudios previos (Brito et al., 2006), capaz de inducir la respuesta

hipersensible en la planta, independientemente de su actividad enzimatica (Noda et al., 2010).

Tabla 4. Porcentajes de identidad y de similitud entre los xilanasas de la familia GH11

Proteinas Identidad (%) Similitud (%)

BC1G_13645.1/BC1G_03590.1 32,6 48,3
BC1G_13645.1/ BcT4_797 44,3 61,7
BC1G_03590.1/BcT4_797 48,8 60,2

1.3. Disefio de un gen quimérico para inducir el silenciamiento de las 5 xilanasas de
B. cinerea

Para inducir el silenciamiento génico es necesario provocar la sintesis en la célula de una
molécula de RNA pequefia de doble cadena especifica para el gen diana que se desea
silenciar. El objetivo del presente trabajo es provocar el silenciamiento, utilizando la
estrategia conocida como building block, simultdneamente de las 5 xilanasas cuyos genes han
sido detectados en el genoma del Botrytis cinerea. Para ello, en primer lugar se identificaron

regiones de 20-50 nt en cada uno de los genes seleccionados, utilizando el servidor
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SVMRNAI2.0 (http://www.changbioscience.com/stat/sirna.html), que cumplieran requisitos
béasicos para que pudieran actuar como siRNAs (Petri and Meister, 2013) (Tafer, 2014). Entre
estos requisitos destacan el contenido de G+C, que debe estar entre el 30-52%, la ausencia de
regiones con repeticiones consecutivas de una base y de regiones que contengan SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) en su secuencia, Y la estructura formada en la region 57, entre la
secuencia y el RNA a silenciar, debe ser mas estable que en la regién 3" (Tafer, 2014). En base
a estos criterios, el servidor selecciona varias regiones de 21 nt en cada gen, y a cada una le
asigna una puntuacion. En este trabajo, se seleccionaron las regiones de 21 nucle6tidos con
puntuacion mas alta para cada uno de los 5 genes codificantes para xilanasas que se desean
silenciar (Anexo I, Tabla 5). Ademas, se decidi6 ampliar cada una de estas regiones en 13-14
nucleotidos de la secuencia del gen correspondiente en cada extremo, para poder facilitar el
posterior clonaje y manipulacion de la construccion resultante. De esta forma, se utilizé un
fragmento de 50 nt especifico para cada una de las xilanasas en la construccion del gen
quimérico silenciador (Tabla 5).

La secuencia final resultante de la combinacion de las regiones recogidas en la Tabla 5 dio
lugar a un gen quimérico (Fig. 1A, Anexo 1), al que se afiadi6 en el extremo 3’ una region de
22 nucleotidos, que introduce dianas para las enzimas de restriccion Sacl, Fsel y Pacl y, que
al mismo tiempo, va a servir como region espaciadora, sin homologia, en la estrategia de
silenciamiento tallo-bucle. (Fig. 1B). La secuencia se utiliz6 para realizar una busqueda Blast
en la web del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), y asi corroborar que la
construccion resultante no tenia homologia con otras secuencias de DNA que pudieran dar

lugar al silenciamiento de otros genes no deseados.

Tabla 5. Secuencias utilizadas en la construccion del gen quimera silenciador. Cédigo de acceso de cada
gen (ID); familia de glicosil hidrolasa (GH); secuencia (en rojo la region de 21 nt elegida como siRNA) y las
posiciones 5’ (inicio) y 3’ (final) de cada secuencia en cada uno de los genes.

ID GH Secuencia Inicio | Final
BC1G_13645.1 11 5"-AACCGCGACTTTTAACCAGTACATC 555 | 604
TCGGTGCGATCTTCCCCGCGGAAAA-3’
BC1G_03590.1 | 11 5"-AGGTGGTGATAGTGGAAGTCCTACCT 928 | 977
CGGCTCCCACTACTTCTCCTACAA-3’
B0510_640 11 5"-TCCGTCCGTACTAGCAAGCGTACGAG 589 | 639

CGGTACCGTCACCACTGCAAACCA-3’

BC1G_00576.1 | 10 5'-GCGGCTGTCATCAAAGCAAACTTTG 505 | 554
GACAAGTGACACCAGAAAACAGCAT-3’

BC1G_01778.1 | 10 3’-TTGTAGGCGGGGTGAACGGTATAG 1054 | 1103
TTAGCGTACCAGAGACAGGCATCACC-5’

BC1G_01778.1 | 10 5-ACGGTGTCGGTCTCCAAGCCCACTT 770 | 819
CATCGTCGGCTCCACCCCCAGCGAA-3’



http://www.changbioscience.com/stat/sirna.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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La secuencia fue sintetizada quimicamente (GeneScript) y suministrada en el plasmido
pUC57-6CXGs.

A)
5’AACCGCGACTTTTAACCAGTACATCTCGGTGCGATCTTCCCCGCGGAAAAAGGTGGTGATAGTGGA
AGTCCTACCTCGGCTCCCACTACTTCTCCTACAATCCGTCCGTACTAGCAAGCGTACGAGCGGTACCG
TCACCACTGCAAACCAGCGGCTGTCATCAAAGCAAACTTTGGACAAGTGACACCAGAAAACAGCATT
TGTAGGCGGGGTGAACGGTATAGTTAGCGTACCAGAGACAGGCATCACCACGGTGTCGGTCTCCAAG
CCCACTTCATCGTCGGCTCCACCCCCAGCGAAGAGCTCGGCCGGCCTTAATTAA-3

B)
8 BCIG 13645.1 J BC1G_03590.1 BCT4 797  JBCIG 005761 4 BCIG 01778.1 &2 BCIG 01778.1 | ESP o

Figura 1. Gen quimérico Hom_XyL. A) Secuencia completa del gén quimérico. Con diferentes colores se
sefialan las regiones correspondiente a cada gen de los 5 que codifican para xilanasas; en verde y subrayado,
secuencia espaciadora. B) Esquema del gen quimérico. Cada segmento corresponde a 50 pb de los genes que
se indican en cada caso. ESP: secuencia espaciadora.

2. OBTENCION DE LOS PLASMIDOS TRANSFORMANTES CONTENIENDO
Hom_XyL

2.1. Construccion del plasmido pNDN-XyL

Este plasmido deriva del vector pPNDN-OGG (Schumacher, 2012), que contiene el casete
de resistencia a nourseotricina como marcador selectivo, ademas de un casete de expresion,
entre dos regiones homdlogas al gen niaD responsables de dirigir la integracion del mismo en

el locus niaD del genoma de Botrytis (Fig. 2).

Para la construccién del plasmido pNDN-Xyl (Fig. 2), se amplifico la region Hom_XyL
sin la secuencia espaciadora a partir del plasmido pUC57-6CXs utilizando los cebadores
XYL-FW(Ncol) y XYL-RV(BamH1+Notl) (Tabla 1), que introducen dianas para las
enzimas de restriccion que se indican en sus respectivos nombre a ambos extremos de la
secuencia. El fragmento amplificado de 336 pb (Fig. 2) fue digerido con las enzimas de
restriccion Ncol y Notl y ligado con el vector pNDN-OGG previamente digerido con las

mismas enzimas (Fig. 2).

El producto de la ligacion se uso para transformar células de E. coli y las colonias
resultantes fueron analizadas para comprobar la existencia del plasmido por PCR de colonias,
utilizando los mismo cebadores XYL-FW (Ncol) y XYL-RV(BamH1+Notl) (Fig. 2). En
aquellos casos en que se amplifico el fragmento esperado de 336 pb, se crecieron las cepas

correspondientes, se purificé el DNA plasmidico y se corrobord por digestion con enzimas de
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restriccion, la presencia de esta region en el plasmido (Fig. 2) El plasmido resultante se
denomin6 pNDN-XyL (Fig. 2).

A) Kpnl Neol Nofl
niaD-3’ \ ‘
] mPtrpCI PoliC m Tgluc niaD-5' — pNDN-OGG
—
Kpnl Neol __Kpnl __ Nodl 500 pb
niaD-3’ 7 |
— PirpC]  PoliC Tgluc | niaD-5' ——  pNDN-XyL
B) C) D) 410 MW-7/3H
1 C MW7 410 C+ C- MW-17

336 pb

Figura 2. Construccién del plasmido pNDN-XyL. A) Esquema de los plasmidos pNDN-OGG y pNDN-XyL.
niaD-3y niaD-5", regiones flanqueantes 3’y 5°, respectivamente del gen niaD de B. cinerea; natl, gen de
resistencia a la nourseotricina; PtrpC, promotor trpC de A. nidulans; PoliC, promotor oliC de A. nidulans; GFP,
gen de la proteina verde fluorescente; Tgluc, terminador gluc de B. cinerea; HX, gen quimérico silenciador
Hom_XyL, sin region espaciadora. B) Electroforesis del fragmento de 336 pb amplificado con los cebadores
XYL-FW (Ncol) y XYL-RV(BamH1+Notl), a partir del plasmido pUC57-6¢cxs (1); control negativo de la
reaccion de PCR sin DNA (C-). C) Electroforesis de la PCR a partir de una colonia con los mismos cebadores
que en B), de un clon positivo (4.10); control positivo de la amplificacién con los mismos cebadores a partir del
plasmido pUC57-6¢xs (C+); control negativo de la reaccion de PCR sin DNA (C-). D) Electroforesis de la
digestién del plasmido del clon 4.10 con Kpnl (4.1). MW-17 y A-H: Marcadores de peso molecular. Todas las
electroforesis se realizaron en gel de agarosa al 0,7 %.

2.2. Construccion del plasmido pNAH-XyL

La construccion del plasmido pNAH-XyL (Fig. 3) se realizd siguiendo los mismos pasos
que para la construccion de pNDN-XyL, con las excepciones del vector utilizado para el
clonaje, los cebadores y las enzimas de restriccion utilizadas. El fragmento Hom_XyL sin
secuencia espaciadora se amplific6 por PCR (Fig. 3) usando los cebadores XYL-
FW(BamHI+Notl) y XYL-RV(Ncol) (Tabla 1), que introducen dianas para las enzimas de
restriccion indicadas en sus nombres en los correspondientes extremos del fragmento.
Después de ser digerido con Ncol y Notl, fue clonado en los mismos lugares de restriccidn en
este caso, del vector pNAH-OGG (Fig. 3). pNAH-OGG (Schumacher, 2012) contiene el

casete de resistencia a higromicina como marcador selectivo, ademas de un casete de
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expresion, entre dos regiones homélogas al gen niiA responsables de dirigir la integracion del
mismo en el locus niiA del genoma de Botrytis.

En el rastreo por PCR de colonia de los transformantes de E. coli, se utilizaron los
cebadores XYL-FW(BamHI+Notl) y XYL-RV(Ncol) (Fig. 3) y los plasmidos obtenidos a
partir de los clones positivos, se digirieron con las enzimas de restriccion Kpnl y EcoRI para
corroborar los resultados de la PCR. EIl plasmido resultante se denomind pNAH-XyL, que se
diferencia de pNDN-XyL, en que el fragmento Hom_XyL esta clonado en la orientacion
contraria 'y en que el casete de resistencia que contiene es que confiere resistencia a

higromicina (Fig. 3).

A) EcoRI Nodl Neol
|
] niid-5’ GFP PoliC PtrpC Hph JEZER 1 NAH-0GG

EcoRI  Notfl  Kpnl » Neol

|
o T TR T

TR P NAH-XyL

500 pb

6.10 MW-17/A-H

B) C) 6.10 C+ C- MW-17

D)
2 C- MW-17

4000

pb

2000 pb

Figura 3. Construccion del plasmido pNAH-XyL. A) Esquema de los plasmidos pNAH-OGG y pNAH-Xyl.
niiA-3’y niiA-5", regiones flanqueantes 3’y 5°, respectivamente del gen niiA de B. cinerea; natl, gen de
resistencia a la nourseotricina; PtrpC, promotor trpC de A. nidulans; PoliC, promotor oliC de A. nidulans; GFP,
gen de la proteina verde fluorescente; Tgluc, terminador gluc de B. cinerea; HX, gen quimérico silenciador
Hom_XyL, sin region espaciadora B) Electroforesis del fragmento de 336 pb amplificado con los cebadores
XYL-FW(BamHI+Notl) y XYL-RV(Ncol) a partir del plasmido pUC57-6¢xs (2); control negativo de la
reaccion de PCR sin DNA (C-). C) Electroforesis de la PCR a partir de una colonia, con los mismos cebadores
que en B), de un clon positivo (6.10); control positivo de la amplificacién con los mismos cebadores a partir del
plasmido pUC57-6¢xs, (C+); control negativo de la reaccién de PCR sin DNA (C-). D) Electroforesis de la
digestién del plasmido del clon 6.10 con Kpnl y EcoRI (6.10). MW-17 y A-H: marcadores de peso molecular.
Todas las electroforesis se realizaron en gel de agarosa al 0,7 %

2.3. Construccion del plasmido pNDN-XyL-Tail

Este plasmido se construyd para llevar a cabo la estrategia de silenciamiento por el

método de tallo-bucle y deriva del plasmido pNDN-XyL, en el que se ha clonado una nueva
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copia del fragmento Hom_XyL, esta vez con la secuencia espaciadora, de manera que se
integre en la orientacion contraria a la existente en el plasmido (Fig. 4).

Para ello, el fragmento Hom_XyL fue obtenido por amplificacién por PCR a partir de
pUC57-6CXs, en esta ocasion con los cebadores XYL-FW(Notl) y LINK-RV(BamHI)
(Tabla 1), que introducen dianas para Notl y BamHI, respectivamente. El producto de esta
amplificacion, un fragmento de 347 pb (Fig. 4) fue digerido con las enzimas de restriccion
BamHI y Notl, y ligado con el vector pNDN-XyL, previamente digerido con las mismas
enzimas. El producto de la ligacion se usé para transformar células SURE-2 de E. coli, pero
en este caso, el rastreo de clones positivos no se realiz6 por PCR de colonias ya que los
productos de amplificacion pueden formar una estructura en bucle por la existencia de
regiones repetidas invertidas, que impiden la union del cebador y la posterior amplificacion.
Los transformantes fueron crecidos en LB y se extrajo el DNA plasmidico para caracterizar
los plasmidos segun su mapa de restriccion (Fig. 4). El plasmido resultante se denomind
pNDN-XyL-Tail.

A) Kpnl Ncol BamHI Notl
| |
niaD-3' MPH‘;JC [ PoliC M Tgluc niaD-5’ — pNDN-XyL-Tail
|
Kpnl  Kpnl T
Pr pn 500 pb
B) C) 216 C+ MW-17/3i-H

r

1372pb >

Figura 4. Construccion del plasmido pNDN-XyL_Tail. A) Esquema del plasmido pNDN-XyL-Tail, derivado
de pNDN-XyL; niaD-3"y niaD-5", regiones flanqueantes 3"y 5°, respectivamente del gen niaD de B. cinerea;
natl, gen de resistencia a la nourseotricina; PtrpC, promotor trpC de A. nidulans; PoliC, promotor oliC de A.
nidulans; GFP, gen de la proteina verde fluorescente; Tgluc, terminador gluc de B. cinerea; HX, gen quimérico
silenciador Hom_XyL; segmento verde, region espaciadora. B) Electroforesis del fragmento de 347 pb
amplificado con los cebadores XYL-FW(Notl) y LINK-RV(BamHI) a partir del plasmido pUC57-6¢xs, (3);
control negativo de la reaccién de PCR sin DNA (C-). C) Electroforesis de la digestion del plasmido del clon
2.16 (2.16) y del plasmido pNDN-XyL (C+) con Kpnl. MW-17 y A-H: marcadores de peso molecular. Todas las
electroforesis se realizaron en gel de agarosa al 0,7 %.
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3. TRANSFORMACION DE B. cinerea

Una vez obtenidos los pldsmidos pNDN-XyL, pNAH-XyL y pNDN-XyL-Tail, se
procedié a transformar protoplastos de Botrytis cinerea con cada uno de estos vectores por
separado. La integracion en el genoma de los tres se espera que sea dirigida al locus niaD, en
el caso de los plasmidos pNDN-Xyl y pNDN-XyL-Tail, o al locus niiA, en el caso de pNAH-
OGG.

En cada transformacion se utiliz6 al menos 1 pg de DNA plasmidico, que fue previamente
digerido con Hindlll. Esta enzima de restriccion provoca la linealizacion de los plasmidos al
tener todos ellos una unica diana de corte fuera de la estructura transformante. La estructura
lineal del DNA transformante favorece la integracion en el genoma (Noda et al., 2007). Los
transformantes fueron seleccionados en presencia de nourseotricina 0 higromicina,
dependiendo del plasmido utilizado en la transformacion, y después de tres dias a 20°C, los
positivos fueron resembrados en MEA suplementado con el correspondiente antibidtico. Se
seleccionaron de esta forma para su posterior confirmacion y caracterizacion, 12
transformantes procedentes de la transformacion con el plasmido pNDN-XyL-Tail, a los que
se les denomind Bc-pNDN-XyL-Tail, y 6 transformantes procedentes de la transformacion
con el plasmido pNAH-XyL, denominados en este caso Bc-pNAH-XyL. No se obtuvo
ningan transformante cuando se utilizd el plasmido pNDN-XyL en la transformacion,

posiblemente porque la cantidad de DNA no fuera suficiente.

4. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS TRANSFORMANTES
4.1. Andlisis de la capacidad para degradar xilano

Uno de los objetivos de este trabajo es valorar si el silenciamiento de los 5 genes
codificantes para xilanasas de las familias GH10 y GH11, provoca totalmente la pérdida de
esta actividad en el secretoma del hongo y si este hecho afecta la virulencia de B. cinerea. Se
realizé un ensayo preliminar en las cepas transformantes obtenidas, para analizar su capacidad
de degradar el xilano vy utilizarlo como Unica fuente de carbono para su crecimiento. Para
ello, se sembraron los transformantes seleccionados en placas con GamXyl, medio que
contiene xilano al 1%. En cada placa se ensayaron 3 transformantes, sembrados a partir de
una pequefia porcion de agar con micelio, ademas de la cepa B0510, utilizada como control
positivo (a modo de ejemplo, Fig. 5). Después de dos dias de crecimiento a 20°C, se analizo el
tamafio de las colonias y la degradacion del xilano que los transformantes produjeron, por

observacion del halo que se produce en torno a las colonias, por la modificacion que produce
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el hongo en el medio. Los resultados obtenidos mostraron que no existian diferencias
apreciables con el control positivo, ni en el tamafio de las colonias ni en el tamafio del halo

producido en torno a ellas, en ninguna de las cepas ensayadas.

Figura 5. Ensayo de crecimiento en xilano. Placa de Petri con
GamXyL, inoculada con los transformantes Bc-pNDN-XyL-Tail-1, 2y 3
\ / después de 2 dias a 20°C. Como control positivo se us6 la cepa B05.10 de
B. cinerea.

Lan

No se debe olvidar que el ensayo realizado es muy preliminar, ya que todos
transformantes son heterocariontes, es decir, presentan una mezcla de nucleos transformados
y silvestres. Este hecho puede influir en los resultados obtenidos, en el sentido, de que con
pocos ndcleos no transformados que existan en la cepa, su capacidad para degradar el xilano
no se vea reducida de una forma drastica. Se necesita, por tanto, repetir el ensayo, purificando
homocariontes de todos los transformantes. Purificar homocariontes es una tarea laboriosa
que requiere de pases sucesivos de las cepas a medio selectivo para aislar conidias e ir
eliminando en cada pase, los nucleos silvestres. En este proyecto no se pudieron aislar por

falta de tiempo.

4.2. Ensayo de virulencia de las cepas Bc-pNDN-XYL-Tail y Bc-pNAH-XyL

En este apartado, se quiere valorar si el silenciamiento de los genes de las xilanasas de las
familias GH10 y GH11, afectan de alguna manera la infectividad del hongo en hojas de
tabaco. Para ello, se siguio el protocolo de ensayo de virulencia de B. cinerea. Se utilizaron
las cepas Bc-pNDN-XyL-Tail, Bc-pNAH-XyL y como control la cepa B05.10 de B. cinerea,
y en cada hoja se realizaron varias réplicas con cada una de las cepas a ensayar. Las hojas
infectadas fueron mantenidas en condiciones de alta humedad a 20°C y las infecciones se
siguieron a lo largo de 3 dias, siendo visibles las lesiones ya desde el segundo dia. El analisis
de las lesiones mostr6 una gran variabilidad (Fig. 6), incluso entre las réplicas de una misma
cepa transformante, aunque, en general, todas ellas fueron capaces de producir una lesién en
la planta. No se pudo valorar si estas lesiones eran similares a las producidas por la cepa
silvestre, ya que, en esta ocasion, la cepa B05.10 no produjo una lesién apreciable en ninguna
de las réplicas realizadas. Se necesita, por tanto, volver a repetir el ensayo, para poder realizar

una valoracion mas precisa de la capacidad infectiva de estos transformantes.
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Figura 6. Ensayo de virulencia de las cepas transformantes en hojas de tabaco. Hojas de tabaco, con trozos
de agar con micelio de las cepas transformantes Bc-pNDN-XyL-Tail, pNAH-XyL y la cepa control de B05.10.
Bc: control positivo de la cepa B05.10 de B. cinerea. 3.2 y 3.3, colonias de la cepa Bc-pNAH-XyL. La
numeracién 1 (1.1a 1.10) y 2 (2.1 a 2.10) pertenece a la cepa Bc-pNDN-Xyl-Tail y la numeracién 3 (3.1 a 3.3)
pertenece a la cepa Bc-pNAH-XyL (Anexo I1). En los recuadros se muestran detalles de algunas infecciones.

4.3. Analisis del DNA gendmico de los transformantes.

Con el objeto se comprobar si las cepas seleccionadas contenian intacta la construccion
transformante, se obtuvo DNA gendmico de cada uno de los transformantes y se realizaron
diferentes reacciones de amplificacion.

En primer lugar, se llevé a cabo una reaccion de amplificacion con el fin de corroborar si
los locus niaD o niiA, permanecian intactos en los genomas o, si por el contrario, se habia
producido su delecién por la integracion dirigida del DNA transformante utilizado en cada
caso. Para el gen niaD se utilizaron los cebadores NR-MBD-BAM y NR-MBD-SMA (Tabla
1) y para la amplificacién de parte del gen niiA se usaron los cebadores NiiA-B05-FW y
NiiA-B05-RV (Tabla 1). Los resultados obtenidos muestran que todos los transformantes
contienen los genes para niiA y niaD. (Fig. 7). Como producto de la reaccion de
amplificacidn, se espera obtener un fragmento de 501 pb para niaD (Fig. 7A), y uno de 616
pb para niiA (Fig. 7B). S6lo en uno de los transformante TAIL2.9 no se observo lo
correspondiente banda amplificada. Sin embargo, tampoco se obtuvo ningun fragmento de
DNA, cuando la reaccién de amplificacién se realizd con los cebadores NiiA-B05-FW y
NiiA-B05-RV, indicando que probablemente, la calidad del DNA gendémico no fue la

adecuada para realizar una reaccion de PCR.
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Figura 7. Electroforesis de las reacciones de PCR que amplifican los loci niiA y niaD del genoma de
B. cinerea. Amplificaciones realizadas a partir de DNA genomico de los transformantes y de la cepa
silvestre con los cebadores NR-MBD-BAM y NR-MBD-SMA (A) y NiiA-B05-FW y NiiA-B05-RV (B).
pNAH.., transformantes Bc-pNAH-XyL; TAIL.., transformantes Bc-pNDN-XyL-Tail. C, B. cinerea
B05.10.

Estos resultados apuntan a que las cepas transformantes tienen, al menos algunos de sus

nucleos, intactos, es decir, en ellos no se ha producido la integracion del DNA transformante.

Debido al caracter heterocarionte de todos los transformantes en esta etapa del analisis,
con esta PCR no se puede descartar que en algunos de los ndcleos, sin embargo, si se haya
producido esa integracién. Con el fin de poder detectar esos posibles nicleos transformados,
se realizd otra reaccion de amplificacion, utilizando en este caso un cebador complementario
a una region fuera de los fragmentos homologos a niaD o niiA presentes en los plasmidos
transformantes, NR-FW-check 6 NiaA-FW-check respectivamente (Fig. 8). De esta forma, en
el caso de los transformantes Bc-pNDN-XyL-Tail, se realizé una PCR con los cebadores NR-
FW-check y NOUR-RV-CHECK para analizar la integracion dirigida en niaD (Fig. 8A),
mientras que con los transformantes Bc-pNAH-XyL, se utilizaron los cebadores NiiA-FW-
check y XYL-RV-Ncol (Tabla 1) (Fig. 8B). En el primer caso, se espera amplificar un
fragmento de 429 pb, y en el segundo, el fragmento amplificado deberia ser de 2257 pb (Fig.

8A y B). Los resultados obtenidos mostraron que en ninguno de transformantes Bc-pNDN-

25

——
| —
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XyL-Tail se amplificd la banda esperada (Fig. 8C), por lo que no parece que en ninguno de
ellos se ha producido la integracion dirigida de la construccion silenciadora Hom_XyL en el
locus niaD. La integracion del plasmido se ha tenido que producir al azar en otra regién del
genoma, ya que los transformantes son resistentes a la nourseotricina, antibiotico utilizado en
este caso como marcador selectivo. Sin embargo, el transformante pNAH2.1, uno de los 6
transformantes Bc-pNAH-XyL analizados, si amplificd el fragmento de 2257 pb esperado
(Fig. 8D). Si bien es cierto que la PCR realizada con los cebadores NiiA-FW-check y XYL-
RV-Ncol debe ser mejorada ya que se observaron numerosas bandas inespecificas, la
presencia de este fragmento no se produce en ninguno de los dos controles negativos

incluidos en el ensayo.

En todos los casos, se requiere la purificacién de cepas homocariontes para poder analizar
de forma mas precisa como se ha producido la integracion del DNA transformante y asegurar
que la construccion silenciadora no ha sufrido ninguna modificacion en el proceso de
integracion en el genoma. También su aislamiento es necesario para poder caracterizar el
fenotipo de los transformantes y poder analizar si el silenciamiento de las 5 xilanasas

codificadas por el genoma de B. cinerea afecta a su patogenicidad.
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Figura 8. A) Esquema de la integracion dirigida al locus niaD de B. cinerea del plasmido transformante pNDN-
XyL-Tail. B) Esquema de la integracion dirigida al locus niiA de B. cinerea del plasmido transformante pNAH-
XyL-Tail. C) Electroforesis de las reacciones de amplificacion a partir de DNA gendémico de las cepas
transformantes con los cebadores NR-FW-Check y NOUR-RV-CHECK. D) Electroforesis de las reacciones de
amplificacion a partir de DNA genomico de las cepas transformantes con los cebadores NiiA-FW-check y XYL-
RV-Ncol. pNAH.., transformantes Bc-pNAH-XyL; TAIL.., transformantes Bc-pNDN-XyL-Tail. C, B. cinerea
B05.10. BclEB1, DNA de un mutante dirigido al locus niaD. MW, Marcador de peso molecular XVII. Todas las
electroforesis se realizaron en gel de agarosa al 0,7 %.







Conclusiones

El genoma de B. cinerea B05.10 contiene 5 genes que codifican, presuntamente, endo-
R-1,4-xilanasas. De ellas, 2 pertenecen a la familia 10 de las Glicosil Hidrolasas y 3

pertenecen a la familia 11.

Se ha disefiado una estrategia para el silenciamiento simultdneo de los 5 genes de
endo-R-1,4-xilanasas, mediante la expresion en el hongo de una molécula de RNA de

doble cadena conteniendo regiones de los 5 genes.

Se han generado las construcciones de DNA recombinante necesarias para el
silenciamiento y se han obtenido transformantes de B. cinerea que las contienen, cuyo
analisis permitird determinar la eficacia del método asi como estudiar el papel de las

endo-R3-1,4-xilanasas en el proceso infectivo.

. The genome of B. cinerea B05.10 contains 5 genes that code, putatively, for endo-i-
1,4-xilanases. Two of them belong to family 10 of Glycosyl Hydrolases and three

belong to family 11.

. A strategy was developed to simultaneously silence the 5 endo-3-1,4-xilanase genes,
by the expression of a double stranded RNA molecule displaying regions from the 5

genes.

. The recombinant DNA constructs necessary for the silencing were generated, and the
B. cinerea transformants containing them were obtained. Their analysis will allow to
determine the efficacy of the methods as well as to study the role of endo-R3-1,4-

xylanases in the infection process.
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Anexo I: Secuencias de los genes y xilanasas de las familias GH10 y GH11 de B. cinerea

1. Familia GH-10
1.1. Secuencias de los genes identificados

>BC1G_00576.1 (1594 pb)

ATGTTTTCAGCTTTGAATCTCGCAACTTTGGCTGCCATGCTCAGTCACATAAACTTGGCTCTGGCACAGAGTCAAGGTTATGCTCAATGTAAGTTG
ACTCGGCTCAACAAAAGCACATCATGATTGACCCTTTCAGGTGGCGGCAATGGCTGGGCTGGTTCTACCAGCTGTGTATCAGGATACACTTGCACA
TATTCAAAGTAAGTTTGAATCTTATATAAGAAATTTGTGAATGAAGCTAACATAGTTATAGCGCATGTATGTTAAGCTTTATAGCAAGATTTATAG
CAGTCACTCATTTTATTAGATTATTCTCAGTGCCTCCCTGGATCTGCCGTTCCCACAGCCACACCGACAGTAGTTACCCCGACGACCTTGAAGACC
GAGATAACAAGCCCAACCAGCACCAGTTCCGGAAGTGGTCTTAACGCCAAATTTGTTTCTCATGGAAAGAAATATTTTGGTCTTGCCACAGATCA
AGGTCTTCTTTCATCTGGAAATAATGCGGCTGTCATCAAAGCAAACTTTGGACAAGTGACACCAGAAAACAGCATGAAGTGGGACGCTATTGAGG
GTATAGATATTCACATAGTTCTTGAAGAGTATATGGCTGACTGGTGATAGGAACACAAAATAAATTCAACTTCGCTGGTGGCGATTATTTGGTCAA
ATGGGCGGGTGAAAATTCGCAAATTGTTCGCGGGCACACACTCTGTTTGTCACACCAATGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAAAAATGAGAACT
GACATCAATAGGCTGGCACTCTCAACTTCCAAGCTGGGTTAGCTCTATAACCTCTGCAGCAACGCTCACTAGCGTCCTTCAAAATCACATCACTCA
AGAGATGACTCGCTGGAAGGGAAAGATCTATGCATGGGTATGTCATCTTGTCTTAACTCTGCACATATAATTAACAATTATAAGGATGTCGTCAAT
GAAATCTTCAACGAAGATGGTTCAATGAGATCCAGCGTGTTCTACAAAGTCCTTGGCGAAAGCTATGTTTCTATCGCCTTCAAAGCTGCTAGAGCA
GCTGACCCAAATGCAAAGCTCTACATCAATGACTACAAGTAATTCTACCCTTTTTAAAATTTTACATCCAAAGCTAACATTTCCTGAAGCCTGGAT
TCAGCAACCTATCCCAAACTTACAAACGGAATGGTTGCACACGTCAAAACTTGGATCGCTCAAGGAATTCCCATTGATGGAATCGGTTCGCAAAC
CCATCTTTCAGCTGGTCAGGGAGCTGCTTCAAAGGCTGCTTTGACTGCACTTGCCGCTTCTGGTGTCAGTGAAGTTGCCGTCACAGAATTGGATAT
TGCTGGTGCAGGATCTACTGATTATGTCAACGTGAGTTTAAATTCCTGGGGAGTCCCTTTGGGATGAAGTAATATGTGATTCTAATTACTGAATAG
GTCGTCAACGCATGCTTGAGCGTAAGCAAATGTGTTGGTATTACTGTCTGGGGTCTCCGTGATAACGACTCATGGCGTGCAAGCTCCAGCCCATTG
TTGTTCGATGCGAACTACTCTCCAAAGCCCGCATACAACGCAATCATGGCAGCATTGTAG

>BC1G_01778.1 (1584 pb)

ATGCATATATCAAATCTTATAACTCTTGCTATCTTGCCTTTAGCTTACGGTCAGCTTGATACGCTTGCCAAGGCTGCTGGCCTCAAATACTTTGGTT
CCGCCACAGACAACGGCGAACTTACTGACACCCAATACACCGCTATCTTGTCAAACAACAGTCAGTTCGGACAAATCACACCTGGAAATACACAA
AAATGGCAATACATAGAACCCACCCAAAACACATTCAGCTATACCAAGGGAGATGTTGTTGTTGATTTCGCAGAGAAGAATGATCAAATTCTGAG
ATGTCATAACTTGTGTTGGTATAATCAATTGCCGTCATGGGTTACTTCGGGCACATGGACGAATGAGACTTTAATTGCGGTCTTGAAGAACCAGTT
AGTGGCCTTGTGCAGTTCTTCTTAGACATTCAAATCTAATCATATCGCAGCATTAAAAATGAGGTAACTTACTACAAGGGCAAATGCTACGCCTGG
GATGTCGTCAATGAGGCATTCAACGATGATGGTACCTGGAGATCATTTGTCGTAAGTCTTCATCATGATCCTTGTAACTTTTAAACAAAACCCCAG
TATAGAAACTGATCCATCCAAGTTCTATGACACCATTGGTCCTGAATATATCCCAATCGCATTCGAAACCGCAGCTCTCTACGACCCAGATGTCAA
GCTCTACTACAACGATTACAACATCGAGTCTTCCGGTGCAAAGGCAACCGCTACCCTCAACCTCGTTAAGTCTCTCCAAGCCCGCGGTATCAAAAT
CGACGGTGTCGGTCTCCAAGCCCACTTCATCGTCGGCTCCACCCCCAGCGAATCCGCCCTCGCTACCACCCTCAAATCCTTCACCGCTCTCAATGTC
GAAGTCGCCTACACCGAACTCGACGTCCGCTTCAGCTCTCTCCCCCCCACCACCGCCGGGCTCGCCCAACAAGGTGTCGACTACGCTAACACCGTC
AACGCCTGTCTCAGCGTCGACGGCTGCGTCGGTATCACCATCTGGGACTTCACAGATGCGTATTCGTGGATCCCATCGACCTTCTCTGGCCAAGGT
GATGCCTGTCTCTGGTACGCTAACTATACCGTTCACCCCGCCTACAACAACGTAGTTGCTGCTCTCGCCGCCGCAGCAGGCACAGTCGCCCCCGTT
ACTTCTACTATTGTTTCTGCTACATCCACAGCGAAAGTAAGTGAATCCAGTGCGGTTTCTACTAGTCCATCTGCGCCGGCCGTTTTGATCTCTAGTT
CTGTTTCCGTTTCTGCAGTTGTACCTTCTGTCTCTTCAGTTGTGCAAGTTGCCAGTTCTTCTGTCCTCTCTTCTGCGGCTGTTTCCTCTGCTGTCTCTG
TTCCTATTTCCTCATCTCCTATCCCCTCAAGCAGTACACTAAAAAAATGCACAAAGACCCTCTCTTCCACCACCATCACAAAAACCACCTCTACAG
CCGCAGCTTCGGGAACTGGCGCCGCAGTCGCTCTTTACGGACAATGTGGCGGCGTGAACTACAAGGGAAGTACCGTGTGTGCGGCCGGCGCGACC
TGCACCGCGCAGAATGATTATTACTCGCAGTGCATTCCGGCATAGT

>B0510_1817 (1584 ph)

ATGCATATATCAAATCTTATAACTCTTGCTATCTTGCCTTTAGCTTACGGTCAGCTTGATACGCTTGCCAAGGCTGCTGGCCTCAAATACTTTGGTT
CCGCCACAGACAACGGCGAACTTACTGACACCCAATACACCGCTATCTTGTCAAACAACAGTCAGTTCGGACAAATCACACCTGGAAATACACAA
AAATGGCAATACATAGAACCCACCCAAAACACATTCAGCTATACCAAGGGAGATGTTGTTGTTGATTTCGCAGAGAAGAATGATCAAATTCTGAG
ATGTCATAACTTGTGTTGGTATAATCAATTGCCGTCATGGGTTACTTCGGGCACATGGACGAATGAGACTTTAATTGCGGTCTTGAAGAACCAGTT
AGTGGCCTTGTGCAGTTCTTCTTAGACATTCAAATCTAATCATATCGCAGCATTAAAAATGAGGTAACTTACTACAAGGGCAAATGCTACGCCTGG
GATGTCGTCAATGAGGCATTCAACGATGATGGTACCTGGAGATCATTTGTCGTAAGTCTTCATCATGATCCTTGTAACTTTTAAACAAAACCCCAG
TATAGAAACTGATCCATCCAAGTTCTATGACACCATTGGTCCTGAATATATCCCAATCGCATTCGAAACCGCAGCTCTCTACGACCCAGATGTCAA
GCTCTACTACAACGATTACAACATCGAGTCTTCCGGTGCAAAGGCAACCGCTACCCTCAACCTCGTTAAGTCTCTCCAAGCCCGCGGTATCAAAAT
CGACGGTGTCGGTCTCCAAGCCCACTTCATCGTCGGCTCCACCCCCAGCGAATCCGCCCTCGCTACCACCCTCAAATCCTTCACCGCTCTCAATGTC
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GAAGTCGCCTACACCGAACTCGACGTCCGCTTCAGCTCTCTCCCCCCCACCACCGCCGGGCTCGCCCAACAAGGTGTCGACTACGCTAACACCGTC
AACGCCTGTCTCAGCGTCGACGGCTGCGTCGGTATCACCATCTGGGACTTCACAGATGCGTATTCGTGGATCCCATCGACCTTCTCTGGCCAAGGT
GATGCCTGTCTCTGGTACGCTAACTATACCGTTCACCCCGCCTACAACAACGTAGTTGCTGCTCTCGCCGCCGCAGCAGGCACAGTCGCCCCCGTT
ACTTCTACTATTGTTTCTGCTACATCCACAGCGAAAGTAAGTGAATCCAGTGCGGTTTCTACTAGTCCATCTGCGCCGGCCGTTTTGATCTCTAGTT
CTGTTTCCGTTTCTGCAGTTGTACCTTCTGTCTCTTCAGTTGTGCAAGTTGCCAGTTCTTCTGTCCTCTCTTCTGCGGCTGTTTCCTCTGCTGTCTCTG
TTCCTATTTCCTCATCTCCTATCCCCTCAAGCAGTACACTAAAAAAATGCACAAAGACCCTCTCTTCCACCACCATCACAAAAACCACCTCTACAG
CCGCAGCTTCGGGAACTGGCGCCGCAGTCGCTCTTTACGGACAATGTGGCGGCGTGAACTACAAGGGAAGTACCGTGTGTGCGGCCGGCGCGACC
TGCACCGCGCAGAATGATTATTACTCGCAGTGCATTCCGGCATAG

>BcT4 8157 (1584 ph)

ATGCATATATCAAATCTTATAACTCTTGCTACCTTGCCTTTAGCTTACGGTCAGCTTGATACGCTTGCCAAGGCTGCTGGCCTCAAATACTTTGGTT
CCGCCACAGACAACGGCGAACTTACTGACACTCAATACACCGCTATCTTGTCAAACAACAGTCAGTTCGGACAAATCACCCCTGGAAATACACAA
AAATGGCAATACATAGAACCCACCCAAAACACATTCAGCTATACCAAGGGAGATGTTGTTGTTGATTTCGCAGAGAAGAATGATCAAATTCTGAG
ATGTCATAACTTGTGTTGGTATAATCAATTGCCGTCATGGGTTACTTCGGGCACATGGACGAATGAGACTTTAATTGCGGTCTTGAAGAACCAGTT
AGTAGCCTTGTGCAGTTCTTCTTAGACATTCAAATCTAATCATATCGCAGCATTAAAAATGAGGTAACTTACTACAAGGGCAAATGCTACGCCTGG
GATGTCGTCAATGAGGCATTCAACGATGATGGTACCTGGAGATCATTTGTCGTAAGTCTTCATCATGATCCTTGTAACTTTCAAACAAAACCCCAG
TATAGAAACTGATCCATCCAAGTTCTATGACACCATTGGTCCTGAATATATCCCAATCGCATTCGAAACCGCAGCTCTCTACGACCCAGATGTCAA
GCTCTACTACAACGATTACAACATCGAGTCTTCCGGTGCAAAGGCAACCGCTACCCTCAACCTCGTTAAGTCTCTCCAAGCCCGCGGTATCAAAAT
CGACGGTGTCGGTCTCCAAGCCCACTTCATCGTCGGCTCCACCCCCAGCGAATCCGCCCTCGCCACCACCCTCAAATCCTTCACCGCTCTCAATGT
CGAAGTCGCCTACACCGAACTCGACGTCCGCTTCAGCTCTCTCCCCCCCACCACCGCCGGGCTCGCCCAACAAGGTGTCGACTACGCTAACACCGT
CAACGCCTGTCTCAGCGTCGACGGCTGCGTCGGTATCACCATCTGGGACTTCACAGATGCGTATTCGTGGATCCCATCGACCTTCTCTGGCCAAGG
TGATGCCTGTCTCTGGTACGCTAACTATACCGTTCACCCCGCCTACAACAACGTAGTTGCTGCTCTCGCCGCCGCAGCAGGCACAGTCGCCCCCGT
TACTTCTACTATTGTTTCTGCTACATCCACAGCGAAAGTAAGTGAATCCAGTGCGGTTTCTACTAGTCCATCTGCGCCGGCCGTTTTGATCTCTAGT
CCTGTTTCCGTTTCTGCAGTTGTACCTTCTGTCTCTTCAGTTGTGCAAGTTGCCAGTTCTTCTGTCCTCTCTTCTGCGGCTGTTTCCTCTGCTGTCTCT
GTTCCTATTTCCTCATCTCCTATCCCCTCAAGCAGTACACTAAAAAAATGCACAAAGACCCTCTCTTCCACCACCATCACAAAAACCACCTCTACA
GCCGCAGCTTCGGGAACTGGCGCCGCAGTCGCTCTTTACGGACAATGTGGCGGCGTGAACTACAAGGGAAGTACCGTGTGTGCGGCCGGCGCGAC
CTGCACCGCGCAGAATGATTATTACTCGCAGTGCATTCCGGCATAG

1.2. Alineamientos entre los genes identificados

BC1G_01778.1/B0510_1817/BcT4_8157 (porcentaje de identidad: 100%0)

B0510 1817 ATGCATATATCAAATCTTATAACTCTTGCTATCTTGCCTTTAGCTTACGGTCAGCTTGAT 60
BC1G 01778 ATGCATATATCAAATCTTATAACTCTTGCTATCTTGCCTTTAGCTTACGGTCAGCTTGAT 60
BcT4 8157 ATGCATATATCAAATCTTATAACTCTTGCTACCTTGCCTTTAGCTTACGGTCAGCTTGAT 60
KA AIERAKRKRKKAK KKK KKK Kk kkkkkkkokk kokk ok ok ok ok ok k kA A A A A A A A AR AR AR KK KK
B0510 1817 ACGCTTGCCAAGGCTGCTGGCCTCAAATACTTTGGTTCCGCCACAGACAACGGCGAACTT 120
BC1G 01778 ACGCTTGCCAAGGCTGCTGGCCTCAAATACTTTGGTTCCGCCACAGACAACGGCGAACTT 120
BcT4 8157 ACGCTTGCCAAGGCTGCTGGCCTCAAATACTTTGGTTCCGCCACAGACAACGGCGAACTT 120
KKK KAIEIKRKK KKK KKKk k ki ok ok ok ok ok ok ok kokkk ok ok ok ok ok ok ok k kA A XA XA A AAAAR KKK KKK K kK
B0510 1817 ACTGACACCCAATACACCGCTATCTTGTCAAACAACAGTCAGTTCGGACAAATCACACCT 180
BC1G 01778 ACTGACACCCAATACACCGCTATCTTGTCAAACAACAGTCAGTTCGGACAAATCACACCT 180
BcT4 8157 ACTGACACTCAATACACCGCTATCTTGTCAAACAACAGTCAGTTCGGACAAATCACCCCT 180
Kok Kok Kok kK ok ok ok ok ok ko k ok k ok k ok k ok K ok K ok Kk Kk Kk kR k Kk Rk Kk ok k ok k kK k Kk Kk kK
B0510 1817 GGAAATACACAAAAATGGCAATACATAGAACCCACCCAAAACACATTCAGCTATACCAAG 240
BC1G 01778 GGAAATACACAAAAATGGCAATACATAGAACCCACCCAAAACACATTCAGCTATACCAAG 240
BcT4 8157 GGAAATACACAAAAATGGCAATACATAGAACCCACCCAAAACACATTCAGCTATACCAAG 240
KA EAEERXKRKRA KKK KK KKk k ok k ok ok ok ok kk ok ok ok ke ok ok ok k kA A A XA XA XXX XXR KKK KKK KKKk
B0O510 1817 GGAGATGTTGTTGTTGATTTCGCAGAGAAGAATGATCAAATTCTGAGATGTCATAACTTG 300
BC1G 01778 GGAGATGTTGTTGTTGATTTCGCAGAGAAGAATGATCAAATTCTGAGATGTCATAACTTG 300
BcT4 8157 GGAGATGTTGTTGTTGATTTCGCAGAGAAGAATGATCAAATTCTGAGATGTCATAACTTG 300

R S R I I b I b S S S S e S b Sb b I S I S b S IE S b S b S IR e S b S S S b Sb b I 2b b b 2b b S db b3



B0510 1817
BC1G_01778
BcT4 8157

B0510 1817
BC1G_ 01778
BcT4_ 8157

B0510 1817
BC1G 01778
BcT4 8157

B0510 1817
BC1G 01778
BcT4 8157

B0510_ 1817
BC1G 01778
BcT4 8157

B0510 1817
BC1G 01778
BcT4 8157

B0510_ 1817
BC1G 01778
BcT4 8157

B0510_ 1817
BC1G 01778
BcT4 8157

B0510_ 1817
BC1G 01778
BcT4 8157

B0510_ 1817
BC1G 01778
BcT4 8157

B0510 1817
BC1G 01778
BcT4 8157

B0510 1817
BC1G 01778
BcT4 8157

B0510 1817
BC1G 01778
BcT4 8157

TGTTGGTATAATCAATTGCCGTCATGGGTTACTTCGGGCACATGGACGAATGAGACTTTA
TGTTGGTATAATCAATTGCCGTCATGGGTTACTTCGGGCACATGGACGAATGAGACTTTA
TGTTGGTATAATCAATTGCCGTCATGGGTTACTTCGGGCACATGGACGAATGAGACTTTA

ER I SR R S db b S b b S Sb b S S e S Sb b Sb b S Sh b b Sb b S Sb b S Sb b S db b S SE b S b S Sb S b b Sb b b Sb db b db b S Sb db 3

ATTGCGGTCTTGAAGAACCAGTTAGTGGCCTTGTGCAGTTCTTCTTAGACATTCAAATCT
ATTGCGGTCTTGAAGAACCAGTTAGTGGCCTTGTGCAGTTCTTCTTAGACATTCAAATCT
ATTGCGGTCTTGAAGAACCAGTTAGTAGCCTTGTGCAGTTCTTCTTAGACATTCAAATCT

Kk K ok ok ok ke ke gk ok ok ok ok ok ke sk ok ok ok ok ke ko ok ok ok ke sk ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ke sk ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

AATCATATCGCAGCATTAAAAATGAGGTAACTTACTACAAGGGCAAATGCTACGCCTGGG
AATCATATCGCAGCATTAAAAATGAGGTAACTTACTACAAGGGCAAATGCTACGCCTGGG
AATCATATCGCAGCATTAAAAATGAGGTAACTTACTACAAGGGCAAATGCTACGCCTGGG

KA A KA A KA AR A A A IR KA AR A AR KA AR A AR A AR A A I AR I AR A A A A A A AR A AR A AR A A KK

ATGTCGTCAATGAGGCATTCAACGATGATGGTACCTGGAGATCATTTGTCGTAAGTCTTC
ATGTCGTCAATGAGGCATTCAACGATGATGGTACCTGGAGATCATTTGTCGTAAGTCTTC
ATGTCGTCAATGAGGCATTCAACGATGATGGTACCTGGAGATCATTTGTCGTAAGTCTTC

KAA KA A KA R I AR A AR AR A A I A AR A A I A AT AR I AR AR A Ak Ak A kA A A A A A Ak kK

ATCATGATCCTTGTAACTTTTAAACAAAACCCCAGTATAGAAACTGATCCATCCAAGTTC
ATCATGATCCTTGTAACTTTTAAACAAAACCCCAGTATAGAAACTGATCCATCCAAGTTC
ATCATGATCCTTGTAACTTTCAAACAAAACCCCAGTATAGAAACTGATCCATCCAAGTTC

KAAKRAAKARIAARIAARKAARIAA KAAIAKAAIAA XA XA I AR I AR I AR KA R AR A A XA AR A AR AKX KA

TATGACACCATTGGTCCTGAATATATCCCAATCGCATTCGAAACCGCAGCTCTCTACGAC
TATGACACCATTGGTCCTGAATATATCCCAATCGCATTCGAAACCGCAGCTCTCTACGAC
TATGACACCATTGGTCCTGAATATATCCCAATCGCATTCGAAACCGCAGCTCTCTACGAC

KA A KRKA AR A AR A AR A AR A IR AR KA AR A A A AR A A I AR I AR AR A ARk A A kAR kA A A A, XK

CCAGATGTCAAGCTCTACTACAACGATTACAACATCGAGTCTTCCGGTGCAAAGGCAACC
CCAGATGTCAAGCTCTACTACAACGATTACAACATCGAGTCTTCCGGTGCAAAGGCAACC
CCAGATGTCAAGCTCTACTACAACGATTACAACATCGAGTCTTCCGGTGCAAAGGCAACC

KA A KA AR A AR A AR A AR AR A IR A IR A A A AR A A I AR I AR A AR A A Ak A A kA A A A Ak A,k K

GCTACCCTCAACCTCGTTAAGTCTCTCCAAGCCCGCGGTATCAAAATCGACGGTGTCGGT
GCTACCCTCAACCTCGTTAAGTCTCTCCAAGCCCGCGGTATCAAAATCGACGGTGTCGGT
GCTACCCTCAACCTCGTTAAGTCTCTCCAAGCCCGCGGTATCAAAATCGACGGTGTCGGT

KK AR KA KR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR AR A AR A A AR A A A A AR A A kA A kAR A AR A A XK

CTCCAAGCCCACTTCATCGTCGGCTCCACCCCCAGCGAATCCGCCCTCGCTACCACCCTC
CTCCAAGCCCACTTCATCGTCGGCTCCACCCCCAGCGAATCCGCCCTCGCTACCACCCTC
CTCCAAGCCCACTTCATCGTCGGCTCCACCCCCAGCGAATCCGCCCTCGCCACCACCCTC

KK AAKAKRKA AR A AR A AR A A KRA AR A AR A R AR AR AR A A A A A A A A A Ak, K* *Ahhkk Kk kkhKh%k

AAATCCTTCACCGCTCTCAATGTCGAAGTCGCCTACACCGAACTCGACGTCCGCTTCAGC
AAATCCTTCACCGCTCTCAATGTCGAAGTCGCCTACACCGAACTCGACGTCCGCTTCAGC
AAATCCTTCACCGCTCTCAATGTCGAAGTCGCCTACACCGAACTCGACGTCCGCTTCAGC

KK AR KA KRR AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR AR A A AR A A A A AR A A A A AR A A A A A Ak hk

TCTCTCCCCCCCACCACCGCCGGGCTCGCCCAACAAGGTGTCGACTACGCTAACACCGTC
TCTCTCCCCCCCACCACCGCCGGGCTCGCCCAACAAGGTGTCGACTACGCTAACACCGTC
TCTCTCCCCCCCACCACCGCCGGGCTCGCCCAACAAGGTGTCGACTACGCTAACACCGTC

KK AR KA AR AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR AR A AR A A A A A A A Ak Ak A Ak kA Ak Ak kA Ak kA kh k%

AACGCCTGTCTCAGCGTCGACGGCTGCGTCGGTATCACCATCTGGGACTTCACAGATGCG
AACGCCTGTCTCAGCGTCGACGGCTGCGTCGGTATCACCATCTGGGACTTCACAGATGCG
AACGCCTGTCTCAGCGTCGACGGCTGCGTCGGTATCACCATCTGGGACTTCACAGATGCG

R A R I I b I b S db S S e S Sb I Sb b e S b b S b S Sb b S S b S S b S Sb S b S SE S b S S b Sb db b Sb b S db db 3

TATTCGTGGATCCCATCGACCTTCTCTGGCCAAGGTGATGCCTGTCTCTGGTACGCTAAC
TATTCGTGGATCCCATCGACCTTCTCTGGCCAAGGTGATGCCTGTCTCTGGTACGCTAAC
TATTCGTGGATCCCATCGACCTTCTCTGGCCAAGGTGATGCCTGTCTCTGGTACGCTAAC

R S I I b I b S db b S S e S Sb e Sb b e S b b S b S Sb b I S b S S b S Sb S b S SE S b S S Ib I Sb db b S b S db 2b 3
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Anexo I: Secuencias de los genes y xilanasas de las familias GH10 y GH11 de B. cinerea

B0510 1817 TATACCGTTCACCCCGCCTACAACAACGTAGTTGCTGCTCTCGCCGCCGCAGCAGGCACA 1140
BC1G 01778 TATACCGTTCACCCCGCCTACAACAACGTAGTTGCTGCTCTCGCCGCCGCAGCAGGCACA 1140
BcT4 8157 TATACCGTTCACCCCGCCTACAACAACGTAGTTGCTGCTCTCGCCGCCGCAGCAGGCACA 1140

- kA Ak hkhk A kA hr kA hhkhkrhkhkhhhkhrhkhhhhkhk ok hhkhkhkrhkhkhrhkhkhkrhkhhrhkhkkhkrhkhhxhkxx
B0510 1817 GTCGCCCCCGTTACTTCTACTATTGTTTCTGCTACATCCACAGCGAAAGTAAGTGAATCC 1200
BC1G 01778 GTCGCCCCCGTTACTTCTACTATTGTTTCTGCTACATCCACAGCGAAAGTAAGTGAATCC 1200
BcT4 8157 GTCGCCCCCGTTACTTCTACTATTGTTTCTGCTACATCCACAGCGAAAGTAAGTGAATCC 1200

- hkhkkhkhkhkkhhkhkkhhhkkhhkhkhkhkhkhhhhhrkhhhhhhhhhhhhhhrhhkhkhhkhkhhkhbhhkhrhrkhhrhhkrkhrxk
B0510 1817 AGTGCGGTTTCTACTAGTCCATCTGCGCCGGCCGTTTTGATCTCTAGTTCTGTTTCCGTT 1260
BC1G 01778 AGTGCGGTTTCTACTAGTCCATCTGCGCCGGCCGTTTTGATCTCTAGTTCTGTTTCCGTT 1260
BcT4 8157 AGTGCGGTTTCTACTAGTCCATCTGCGCCGGCCGTTTTGATCTCTAGTCCTGTTTCCGTT 1260

- KA AR A AR A A AR A AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A Ak A h, Ak Ak xArhk kK
B0510 1817 TCTGCAGTTGTACCTTCTGTCTCTTCAGTTGTGCAAGTTGCCAGTTCTTCTGTCCTCTCT 1320
BC1G 01778 TCTGCAGTTGTACCTTCTGTCTCTTCAGTTGTGCAAGTTGCCAGTTCTTCTGTCCTCTCT 1320
BcT4 8157 TCTGCAGTTGTACCTTCTGTCTCTTCAGTTGTGCAAGTTGCCAGTTCTTCTGTCCTCTCT 1320

- KA AR A AR A AR A AR A AR AR A AR A AR A AR AR A A A Ak AR A A ARk A A A A Ak A Ak dA Ak kK
B0510 1817 TCTGCGGCTGTTTCCTCTGCTGTCTCTGTTCCTATTTCCTCATCTCCTATCCCCTCAAGC 1380
BC1G 01778 TCTGCGGCTGTTTCCTCTGCTGTCTCTGTTCCTATTTCCTCATCTCCTATCCCCTCAAGC 1380
BcT4 8157 TCTGCGGCTGTTTCCTCTGCTGTCTCTGTTCCTATTTCCTCATCTCCTATCCCCTCAAGC 1380

- RO R IR b b A Ib b e db b b db Ib b S db b b db I b S db b b db Ib b S Sb b b db Ib b dE Ib b b dh Ib b b Ib b S db I b S Ib b b db b I S Sb g
B0510 1817 AGTACACTAAAAAAATGCACAAAGACCCTCTCTTCCACCACCATCACAAAAACCACCTCT 1440
BC1G 01778 AGTACACTAAAAAAATGCACAAAGACCCTCTCTTCCACCACCATCACAAAAACCACCTCT 1440
BcT4 8157 AGTACACTAAAAAAATGCACAAAGACCCTCTCTTCCACCACCATCACAAAAACCACCTCT 1440

- R R SR I b b db b e db b b db Sb b S db b b IR Sb b S db b b SR Ib b S db b b S Sb b Ib b b dh Ib b b db b b db Ib b S db b b db b i S Sb 4
B0510 1817 ACAGCCGCAGCTTCGGGAACTGGCGCCGCAGTCGCTCTTTACGGACAATGTGGCGGCGTG 1500
BC1G 01778 ACAGCCGCAGCTTCGGGAACTGGCGCCGCAGTCGCTCTTTACGGACAATGTGGCGGCGTG 1500
BcT4 8157 ACAGCCGCAGCTTCGGGAACTGGCGCCGCAGTCGCTCTTTACGGACAATGTGGCGGCGTG 1500

- RO R IR I dh Sb b d db b b db Sb b S db b b db I b S db b b db Ib b S Ib b b db Ib b dE Ib b b db Ib b S Ib b S db Ib b S Sb b b db b S Sb g
B0510 1817 AACTACAAGGGAAGTACCGTGTGTGCGGCCGGCGCGACCTGCACCGCGCAGAATGATTAT 1560
BC1G 01778 AACTACAAGGGAAGTACCGTGTGTGCGGCCGGCGCGACCTGCACCGCGCAGAATGATTAT 1560
BcT4 8157 AACTACAAGGGAAGTACCGTGTGTGCGGCCGGCGCGACCTGCACCGCGCAGAATGATTAT 1560

- R R IR b b dh Sb b de db b b db Sb b S db b b db Sb b d db b b db Ib b S db b b db Sb b dE Ib b b db Sb b S Ib b S db Ib b S Sb b b db b db  Sb g
B0510 1817 TACTCGCAGTGCATTCCGGCATAG 1584
BC1G 01778 TACTCGCAGTGCATTCCGGCATAG 1584
BcT4 8157 TACTCGCAGTGCATTCCGGCATAG 1584

- khkk khkkhkhkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkhrkhkkhkkhkhkxk*k

BC1G_00576.1/BC1G_01778.1 (Porcentaje de identidad 46,8%0)

BC1G 00576. -—-ATGTT----TTCAGCTTTGAATC-TCGCAACTTTGGCTGCCATGCTCAGTCACATAAA 53
BC1G 01778. CTATGCCGGAATGCA-CTGCGAGTAATAATCATTCTG--CGCGGTGCA-GGTCGCG—--— 52

- * kK * kk k%K *k Kk * * Kk k% * * * kK * kK K
BC1G 00576. CTTGGCTCTGGCACAGAGTCAAGGTTATGCTCAATGTAAGTTGACTCGGCT-CAACAAAA 112
BC1G 01778. -CCGGCC—--GCACA---—-CACGGTACTTCCCT-TGTA-GTTCACGCCGCCACATTGTCC 102

- * kK * ok ok kK * Kk kkk * k  * *khkkk Kkkk kkx Kk Kk * *

BC1G 00576. GCACATCATGATTG----ACCCTTTCAGGTGGCGGCAATGGCTGGGCTGGTTCT---ACC 165

BC1G 01778. GTAAAGAGCGACTGCGGCGCCAGTTCCCGAAGCTGCGGCTGTAGAGGTGGTTTTTGTGAT 162
* ok ok * Kk kK * * * kK * * Kk kK * * kK Kkkkkk X

BC1G 00576. AGCTGIGTATCAGGATACACTTGCACATATTCAAAGTAA---GTTTGA----ATCTTATA 218

BC1G 01778. GGTGGTGGAAGAGAGGGTCTTTGTGCATTTTTTTAGTGTACTGCTTGAGGGGATAGGAGA 222

* * Kk Kk K * x * k% * Kk Kk k% * k% * kk k% * x * %



BC1G 00576.
BC1G_01778.

BC1G 00576.
BC1G_01778.

BC1G 00576.
BC1G_01778.

BC1G 00576.
BC1G_01778.

BC1G 00576.
BC1G_01778.

BC1G_00576.
BC1G 01778.

BC1G_00576.
BC1G 01778.

BC1G_00576.
BC1G_01778.

BC1G_00576.
BC1G_01778.

BC1G_00576.
BC1G_01778.

BC1G_00576.
BC1G_01778.

BC1G_00576.
BC1G_01778.

BC1G_00576.
BC1G_01778.

BC1G_00576.
BC1G_01778.

BC1G_00576.
BC1G_01778.

BC1G_00576.
BC1G_01778.

TAAGAAATTTGTGAATGAAGCTAACA-—————— TAGTTATAG--——————— CGCATGTA-
TGAGGAAATAG-GAACAGAGACAGCAGAGGAAACAGCCGCAGAAGAGAGGACAGAAGAAC

* Kk Kk Kk Kk k%% * % * k% * % * % * * Kk K%

TGTTAAGCTTTATAGC--————————— AAGAT----TTATAG---CAGTCACTCATTTT-
TGGCAACTTGCACAACTGAAGAGACAGAAGGTACAACTGCAGAAACGGAAACAGAACTAG

* K * K * * Kk K * Kk Kk K * * K * K * K * *

--ATTAGATTATTC-————=—————— TCAGTG----CCTCCCTGGATCTGC---CGTTCC
AGATCAAAACGGCCGGCGCAGATGGACTAGTAGAAACCGCACTGGATTCACTTACTTTCG

* Kk kK * * kK kK ok Ak AkkKh Kk * * kK k Kk

C————- ACAGCCACACCGACAGTAGTTACCCCGACGACCTTGAAGACCGAGATAA
CTGTGGATGTAGCAGAAACAATAGTAGAAGTAACGGGGGCGACTGTGCCTGCTGCGGCGG

* * kK * kK * Kk kkk kK * kA k kK * K * Kk K

CAAGCCCAACCAGCACCAGTT-CCGGAAGTGGTCTTAACGCCA-AATTTGTTTCTCATGG
CGAGAGCAGCAACTAC--GTTGTTGTAGGCGGGGTGAACGGTATAGTTAGCGTACCAGAG

* kK * Kk kK * K * kK * kK kK kK * kA k kK * kK kK K * * K *

AAAGAAAT-ATTTTGGTCTTGCCACAGATCAAGGTCTTCTTTCATCTGGAAATAATGCGG
ACAGGCATCACCTTGG--—-—-- CCAGAG---AAGGTCGA-TGGGATCCACGAATA-CGCAT

* kK * Kk Kk * Kk Kk Kk * kK kK * ok Kk k kK * * Kk K * Kk Kk Kk * K

CTGTCATCAAAGCAAACTTTGGACAAGTGACACCAGAAAACAGCA--TGAAG-TGGGAC-
CTGTGA-—-—————-— AGTCCCAGATG-GTGATACCG--ACGCAGCCGTCGACGCTGAGACA

*kk Kk K * * K *kkKk Kk Kk * * Kk Kk Kk Xk ok kk kkk

GCTATTGAGGGTAT-AG-ATATTC-ACATAGTTCTTGAAGAGTATATGGCTGACTGGTGA
GGCGTTGACGGTGTTAGCGTAGTCGACACCTTGTTGGGCGAGCCCGGCGGTGGTGGGGGE

* kK Kk kkk Kk k% *k kK kk*k * * % * kK * kK * Kk Kk

TAGGAACACAAAATAAAT-TCAACTTCGCTGGTGGCGATTATTTGGTCAAATGGGCG-GG
GAGAGAGCTGAAGCGGACGTCGAGTTCGGTGTAGGCGACT--TCGAC--ATTGAGAGCGG

* K * * K * *k kK kkkk k% *kkKkk Kk * % * kk kX kK k%K

TGAAA-ATTCGCAAATTGTT-CGCGGGCACACACTCTGTTTGTCACACCAATGTTTTTTT
TGAAGGATTTGAGGGTGGTAGCGAGGGCGGATTCGCTGGGGGTGGAGCCGACGAT —————

* Kk Kk k * kK K * k% * Kk kkkk * * kk Kk * K *k kX Kk Kk

TTTTTTTTTTTTTTTTGAAAAATGAGAACTGACATCAATAGGCTGGCACTCTCAACTTC-
—————————————————— GAAGTGGGCTTGGAGACCGACA--CCGTCGATTTTGATACCG

*k Kk K *k k Kk Kk X * Kk K * k% *

CAAGCTGGGTTAG-CTCTATAACCTCTGCAGCAACGCTCACTAGCGTCCTTCAAAATCAC
CGGGCTTGGAGAGACTTAACGAGGTTGAGGGTAGCGGT—————— TGCCTTT--GCACCGG

* kK% k% *k Xk kX Kk Kk * kX k% Kk * kX k% * %

ATCACTCAA-GAGATGACTCGCTGGAAGGGAAAGATCTATGCATGGGTATGTCATCTTGT
AAGACTCGATGTTGTAA-TCGTTGTA--GTAGAGCTTGACATCTGGGT----CGTAGAGA

* *kkKk Kk Kk * kK kkk kkx % * kX k% * * * Kk k kK * % *

CTTAACTCTGCACATATAATTAACAATTATA-AGGATGTCGTCAATGAAATCTTC-AACG
GCTGCGGTTTCGAATGCGATTGGGATATATTCAGGAC-—-——- CAATGGTGTCATAGAACT

* * % * x * k% * * k% * Kk Kk ok * Kk k kK * Kk K * k%

AAGATGGTTCAATGAGATCCAGCGTGTTCTACAAAGTCCTTGGCGAAAGCTATGTTTCTA
TGGATGGATCAGT-———————————— TTCTATA-——-————————————— CTGGGGTTTTG

*kkkk kkk Kk Xk Kk kK Kk * x * kkx %

TCGCCTTCAAAGCTGCTAGAGCAGCTGACCCAAATGCAAAGCTCTACATCAA-TGA-CTA
T----TTAAAAGTTACAAG-————-— GATCATGATG--AAGACTTACGACAAATGATCTC

* Xk kkkk Kk Kk k%K * kK * k% * k% * k% Xk Kk kkk kX
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Anexo I: Secuencias de los genes y xilanasas de las familias GH10 y GH11 de B. cinerea

BC1G_00576.1 CAAGTAATTCTACCCTTTTTAAA-————- ATT--TTACATCCAAAGC-TAACATTTCCTG 1141
BC1G _01778.1 CAGGTA---CCATCATCGTTGAATGCCTCATTGACGACATCCCAGGCGTAGCATTTGCC- 1123
- * Kk Kk kK * kX *x % * Kk kK * kK *khkkhkkkhk Kk Ak kk kkkkk X
BC1G_00576.1 AAGCCTGGATTCAGCAACCT-ATCCCAAAC-TTACAAACGGAATGGTTGCACACGTCAAA 1199
BC1G _01778.1 ---CTTGTAGTAAGTTACCTCATTTTTAATGCTGCGATATGATTAGATTTGAATGTCTAA 1180
B *x Ak kX kX k% *kk Kk kK * * *x kK % Kk kx Kk X *x Ak k k%
BC1G_00576.1 ACTTGGATCGCTCAAGGAATTCCCATTGATGGAATC----GGTTCGCAAACCCATCTTTC 1255
BC1G _01778.1 GAA-GAACTGCACAAGG-—--- CCACTAACTGGTTCTTCAAGACCGCAA-TTAAAGTCTC 1233
- *x K * Kk Kk Kk kK *kk kK * * * * * ok Kk kk * *x k%
BC1G _00576.1 AGCTGGTCAGGGAGCTGCTTCAAAGGCTGCTTTGACTGCACTTGCCGCTTCTGGTGTCAG 1315
BC1G 01778.1 ATTCGTCCATG----TGCC-CGAAGTAACCCATGACGGCAATTGATTATACCAACACAAG 1288
- * * * Kk % * kK *x kA kk * kkk Kk Kkkk kkk *x K * k%
BC1G _00576.1 TGAAGTTGCCGTCACAGAATTGGAT-ATTGCTGG-TGCAGGATCTACTGATTATGTCAAC 1373
BC1G 01778.1 TTA---TGACATCTCAGAATTTGATCATTCTTCTCTGCGAAATCAAC-AACAACATCTCC 1344
- *x K Kk kK kk kAhkKkkkhkkk KAk Kk kkk * * kK * kK kK * * * k% *
BC1G 00576.1 GTGAGTTTA----AAT---TCCTGGGGAGTCCCTTTGGGATGA-AGTAATATGTGATTCT 1425
BC1G 01778.1 CTTGGTATAGCTGAATGTGTTTTGGGTGGGTTCTATGTATTGCCATTTTTGTGTATTTCC 1404
- * * Kk kK * kK * * kK k * * Kk kK * k% *x K * kK kK * kK
BC1G 00576.1 AATTACTGAATAGGTCG--TCAACGCATGCTTGAGCGTA-AGCAAATGTGTTGG-TATTA 1481
BC1G 01778.1 AGGTG-TGATTTGTCCGAACTGACTGTTGTTTGACAAGATAGCGG-TGTATTGGGTGTCA 1462
B * * *k*k Kk K * k% * k% * Kk kk kK * kK kK *kk Kkhkkkx k* Kk Kk
BC1G 00576.1 CT--GTCTGGGGTC-TCCGTGATAACGACTCATGGCGTGCAAGCTC—-CAGCCCATTGTT 1536
BC1G 01778.1 GTAAGTTCGCCGTTGTCTGTGGCG--GAACCAAAGTATTTGAGGCCAGCAGCC--TTGGC 1518
- * * * * * k% * Kk Kk Kk * k% * k% * * * k% * * ok ok kk * kK
BC1G 00576.1 GTTCGATGCGAACT-ACTCT---CCAAAGCCCGCATACAACGCAATCATGGCA----GCA 1588
BC1G 01778.1 AAGCGTATCAAGCTGACCGTAAGCTAAAGGCAAGATAGCAAG-AGTTATAAGATTTGATA 1577
- * k% *x kX kK kK * *x kkkk K * kK *x Kk *x Kk k% * *
BC1G 00576.1 T-TGTAG 1594
BC1G 01778.1 TATGCAT 1584

* kk K

1.3. Andlisis de los genes BC1G_00576.1 y BC1G_01778.1, proteinas que codifican y disefio de

SiRNAs

En las secuencias de los genes, se sefialan en minusculas los posibles intrones y en rojo y subrayado la
region elegida para formar parte de la construccion silenciadora.

En las secuencias de las proteinas se sefiala la secuencia sefial en rojo.

>BC1G_00576.1

ATGTTTTCAGCTTTGAATCTCGCAACTTTGGCTGCCATGCTCAGTCACATAAACTTGGCTCTGGCACAGAGTCAAGGTTATGCTCA
ATgtaagttgactcggctcaacaaaagcacatcatgattgaccctttcaggtggeggeaatggetgggetggttctaccagcetgtgtatcaggatacacttgcacatattcaaagtaagtttgaatc ttatataagaaatt
tgtgaatgaagctaacatagttatagcgcatgtatgttaagctttatagcaagatttatagcagtcactcattttattag ATTATTCTCAGTGCCTCCCTGGATCTGCCGTTCCCACAG
CCACACCGACAGTAGTTACCCCGACGACCTTGAAGACCGAGATAACAAGCCCAACCAGCACCAGTTCCGGAAGTGGTCTTAACG
CCAAATTTGTTTCTCATGGAAAGAAATATTTTGGTCTTGCCACAGATCAAGGTCTTCTTTCATCTGGAAATAATGCGGCTGTCAT
CAAAGCAAACTTTGGACAAGTGACACCAGAAAACAGCATGAAGTGGGACGCTATTGAGGtatagatattcacatagttcttgaagagtatatggctga
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ctggtgatagGAACACAAAATAAATTCAACTTCGCTGGTGGCGATTATTTGGTCAAATGGGCGGGtgaaaattcgcaaattgttcgcgggeacacactctgtttg
tcacaccaatgtttttttttttttttttttttttgaaaaatgagaactgacatcaatag GCTGGCACTCTCAACTTCCAAGCTGGGTTAGCTCTATAACCTCTGCAGCAACG
CTCACTAGCGTCCTTCAAAATCACATCACTCAAGAGATGACTCGCTGGAAGGGAAAGATCTATGCATGGtatgtcatcttgtcttaactctgcaca
tataattaacaattataagGATGTCGTCAATGAAATCTTCAACGAAGATGGTTCAATGAGATCCAGCGTGTTCTACAAAGTCCTTGGCGAAAG
CTATGTTTCTATCGCCTTCAAAGCTGCTAGAGCAGCTGACCCAAATGCAAAGCTCTACATCAATGACTACAAGTAATTCTACCCTT
TTTAAAATTTTACATCCAAAGCTAACATTTCCTGAAGCCTGGATTCAGCAACCTATCCCAAACTTACAAACGGAATGGTTGCACA
CGTCAAAACTTGGATCGCTCAAGGAATTCCCATTGATGGAATCGGTTCGCAAACCCATCTTTCAGCTGGTCAGGGAGCTGCTTCA
AAGGCTGCTTTGACTGCACTTGCCGCTTCTGGTGTCAGTGAAGTTGCCGTCACAGAATTGGATATTGCTGGTGCAGGATCTACTG
ATTATGTCAACGgtgagtttaaattcctggggagtccctttgggatgaagtaatatgtgattctaattactgaataGGTCGTCAACGCATGCTTGAGCGTAAGCAAATGTGTT
GGTATTACTGTCTGGGGTCTCCGTGATAACGACTCATGGCGTGCAAGCTCCAGCCCATTGTTGTTCGATGCGAACTACTCTCCAA
AGCCCGCATACAACGCAATCATGGCAGCATTGTAG

SIRNA_3: 5-GCGGCTGTCATCAAAGCAAACTTTGGACAAGTGACACCAGAAAACAGCAT-3’ (505-554 del gen)

BC1G_00576.1 (proteina 354 aa)

MFSALNLATLAAMLSHINLALAQSQGYAQYYSQCLPGSAVPTATPTVVTPTTLKTEITSPTSTSSGSGLNAKFVSHGKKYFGLATDQGL
LSSGNNAAVIKANFGQVTPENSMKWDAIEGTQNKFNFAGGDYLVKWAGWHSQLPSWVSSITSAATLTSVLONHITQEMTRWKGKIY
AWDVVNEIFNEDGSMRSSVFYKVLGESYVSIAFKAARAADPNAKLYINDYNLDSATYPKLTNGMVAHVKTWIAQGIPIDGIGSQTHLS
AGQGAASKAALTALAASGVSEVAVTELDIAGAGSTDYVNVVNACLSVSKCVGITVWGLRDNDSWRASSSPLLFDANYSPKPAYNAIM
AAL*

>BC1G_01778.1 (1584 pb)

ATGCATATATCAAATCTTATAACTCTTGCTATCTTGCCTTTAGCTTACGGTCAGCTTGATACGCTTGCCAAGGCTGCTGGCCTCAAATACTTTGGTT
CCGCCACAGACAACGGCGAACTTACTGACACCCAATACACCGCTATCTTGTCAAACAACAGTCAGTTCGGACAAATCACACCTGGAAATACACAA
AAATGGCAATACATAGAACCCACCCAAAACACATTCAGCTATACCAAGGGAGATGTTGTTGTTGATTTCGCAGAGAAGAATGATCAAATTCTGAG
ATGTCATAACTTGTGTTGGTATAATCAATTGCCGTCATGGGTTACTTCGGGCACATGGACGAATGAGACTTTAATTGCGGTCTTGAAGAACCAGttagt
ggccttgtgcagttcttcttagacattcaaatctaatcatatcgcagCATTAAAAATGAGGTAACTTACTACAAGGGCAAATGCTACGCCTGGGATGTCGTCAATGAGGCATTCA
ACGATGATGGTACCTGGAGATCATTTGT CgtaagtcttcatcatgatccttgtaacttttaaacaaaaccccagtatagaaactgatccatccaagT TCTATGACACCATTGGTCCTGAATAT
ATCCCAATCGCATTCGAAACCGCAGCTCTCTACGACCCAGATGTCAAGCTCTACTACAACGATTACAACATCGAGTCTTCCGGTGCAAAGGCAAC
CGCTACCCTCAACCTCGTTAAGTCTCTCCAAGCCCGCGGTATCAAAATCGACGGTGTCGGTCTCCAAGCCCACTTCATCGTCGGCTCCACCCC
CAGCGAATCCGCCCTCGCTACCACCCTCAAATCCTTCACCGCTCTCAATGTCGAAGTCGCCTACACCGAACTCGACGTCCGCTTCAGCTCTCTCCC
CCCCACCACCGCCGGGCTCGCCCAACAAGGTGTCGACTACGCTAACACCGTCAACGCCTGTCTCAGCGTCGACGGCTGCGTCGGTATCACCATCTG
GGACTTCACAGATGCGTATTCGTGGATCCCATCGACCTTCTCTGGCCAAGGTGATGCCTGTCTCTGGTACGCTAACTATACCGTTCACCCCGC
CTACAACAACGTAGTTGCTGCTCTCGCCGCCGCAGCAGGCACAGTCGCCCCCGTTACTTCTACTATTGTTTCTGCTACATCCACAGCGAAAGTAAG
TGAATCCAGTGCGGTTTCTACTAGTCCATCTGCGCCGGCCGTTTTGATCTCTAGTTCTGTTTCCGTTTCTGCAGTTGTACCTTCTGTCTCTTCAGTTG
TGCAAGTTGCCAGTTCTTCTGTCCTCTCTTCTGCGGCTGTTTCCTCTGCTGTCTCTGTTCCTATTTCCTCATCTCCTATCCCCTCAAGCAGTACACTAA
AAAAATGCACAAAGACCCTCTCTTCCACCACCATCACAAAAACCACCTCTACAGCCGCAGCTTCGGGAACTGGCGCCGCAGTCGCTCTTTACGGA
CAATGTGGCGGCGTGAACTACAAGGGAAGTACCGTGTGTGCGGCCGGCGCGACCTGCACCGCGCAGAATGATTATTACTCGCAGTGCATTCCGGC
ATAGT

SIRNA _1: 5’- ACGGTGTCGGTCTCCAAGCCCACTTCATCGTCGGCTCCACCCCCAGCGAA-3’ (770-819 del gen)

SIRNA 2: 5°-GGTGATGCCTGTCTCTGGTACGCTAACTATACCGTTCACCCCGCCTACAA-3" (1054 — 1103 del gen)

BC1G_01778.1 (proteina 488 aa)

MHISNLITLAILPLAYGQLDTLAKAAGLKYFGSATDNGELTDTQYTAILSNNSQFGQITPGNTQKWQYIEPTQNTFSYTKGDVVVDFAE
KNDQILRCHNLCWYNQLPSWVTSGTWTNETLIAVLKNHIKNEVTYYKGKCYAWDVVNEAFNDDGTWRSFVFYDTIGPEY IPIAFETA
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ALYDPDVKLYYNDYNIESSGAKATATLNLVKSLQARGIKIDGVGLQAHFIVGSTPSESALATTLKSFTALNVEVAYTELDVRFSSLPPTT
AGLAQQGVDYANTVNACLSVDGCVGITIWDFTDAYSWIPSTFSGQGDACLWYANYTVHPAYNNVVAALAAAAGTVAPVTSTIVSAT
STAKVSESSAVSTSPSAPAVLISSSVSVSAVVPSVSSVVQVASSSVLSSAAVSSAVSVPISSSPIPSSSTLKKCTKTLSSTTITKTTSTAAASG
TGAAVALYGQCGGVNYKGSTVCAAGATCTAQNDYYSQCIPA

1.4. Alineamiento de las proteinas codificadas por BC1G_00576.1y BC1G_01778.1
Identidad:  152/539 (28.2%). Similitud: 194/539 (36.0%)

BClG_OO576. MFSALNLATLAAMLSHINLALAQSQGYAQYYSQCLPGSAVPTATPTVVTPTTLKTEITSP 60
BC1G 01778. -MHISNLITLAILP----LAYGQ—-—=——=———"—"="—"—"—"—"—"—"—"—\—\—~—~—~—~—~———(—————————— 18
B *k Kk xk x
BCIG_OO576. TSTSSGSGLNAKFVSHGKKYFGLATDOGLLSSGNNAAVIKAN--FGQVTPENSMKWDAIE 118
BC1G 01778.1 @ —=——————-— LDTLAKAAGLKYFGSATDNGELTDTQYTAILSNNSQFGQITPGNTQKWQYIE 70
- * o sk kkkk kkkek ks : sk ok kkkekk ke Kk Kkk
BClG_OO576. GTONKEFNFAGGDYLVKWAG—=====—=————— WHSQLPSWVSS-ITSAATLTSVLONHITQ 165
BC1G 01778. PTONTFSYTKGDVVVDFAEKNDQILRCHNLCWYNQLPSWVTSGTWTNETLIAVLKNHIKN 130
- Xkk Kk es kk .k ak X o kkkkkk sk s kk okksokkok s
BClG_OO576. EMTRWKGKIYAWDVVNEIFNEDGSMRSSVEFYKVLGESYVSIAFKAARAADPNAKLYINDY 225
BC1G 01778. EVIYYKGKCYAWDVVNEAFNDDGTWRSFVEFYDTIGPEYIPIAFETAALYDPDVKLYYNDY 190
- Kok akkk kkkkkkkk kkakk: kk Kkk .k ks kkksok Xk o kkk Kkk
BClG_OO576. NLDSATYPKLTNGMVAHVKTWIAQGIPIDGIGSQTHLSAGQGAASKAALTALAASGVS—-- 283
BClG_Ol778. NIESS--GAKATATLNLVKSLQARGIKIDGVGLQAHFIVGSTPSESALATTLKSEFTALNV 248
*riik: H O R R B - o A SR S S
BClG_OO576. EVAVTELDI-——————-—- AGAGST--DYVNVVNACLSVSKCVGITVWGLRDNDSWRASSS 332
BC1G 01778. EVAYTELDVRFSSLPPTTAGLAQQGVDYANTVNACLSVDGCVGITIWDFTDAYSWIPSTE 308
- Xk ok kkokk * Xk Kk kkkkkkk | kkkkkeok o K kKk Kk
BClG_OO576. Pp————- LLFDANYSPKPAYNAIMAAL-———-——————————————————————————————— 353
BC1G 01778. SGOGDACLWYANYTVHPAYNNVVAALAAAAGTVAPVTSTIVSATSTAKVSESSAVSTSPS 368
B KXo kkk: skkkk s okkok
BC1G 00576.1 = ——————m oo
BClG_Ol778. APAVLISSSVSVSAVVPSVSSVVQVASSSVLSSAAVSSAVSVPISSSPIPSSSTLKKCTK 428
BC1G 00576.1 = ——- o m oo
BClG_Ol778. TLSSTTITKTTSTAAASGTGAAVALYGQCGGVNYKGSTVCAAGATCTAQNDYYSQCIPA 487

2. Familia GH-11
2.1. Secuencias de los genes identificados

>BC1G_13645.1 (738 pb)

ATGATTACCTTTTCCAGTCTTCTCGTCACATTCTCGGCAATTTCTACCTCGCTCGCCATTCCGGGTTCCATTCTCCCAAAGCGGAGCCCAATGAATT
TTGTTCTCCAACGCAACGAAAGCTCTCTTGTTCGTCGTGCAACTCCAAATTACGAACAAGATTATACGACTGGTGGAGATGTAATCTACACACCAT
CCGGCAGCTCTTTCACTGTAGATTGGTCAACCGAGGATGATTTTGTCGTTGGTCTTGGCTGGACAACTGGATCTACTAAGTGAGTCATTCCTCACA
CTCACTAATGAAAAGATTCATGAAATGAAAACTGATAATACTTAACATACAGTCCTATAAACTTCAGCGGCACTTTCGGCATCGGATCCGGCACC
GCCCTCCTCTCCATCTACGGTTGGTCCGAAAATCCACTCGTAGAATACTACATCGTCGAAGACAGCGCATCTCCCCCCAGTTTCGGAACCGTCAAA
GGCAGCGTCACAAGCGACGGGTCAAGCTATACCATTTGGGAAAATCAACGTGTGAATGAACCTTCCATTGTAGGAACCGCGACTTTTAACCAGTA
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CATCTCGGTGCGATCTTCCCCGCGGAAAAGTGGGACAGTGACGGTAGAGAATCATTTTCAGGCTTGGGCCGCGCTGGGGATGAATTTGGGAACGC
TTAATTACCAGGTTTTGGCGGTGGAGGGGTGGGGTGGTGAGGGGGCTGCTACGCAGACGGTTAGTTAG

>BC1G_03590.1 (1170 pb)
ATGGTATCATACAAAGCTTTTCTCATTACTCTTGCTGCTGTCACGAGAGTCTTAACATATCCAGCCAACTCAAGTTTTGAGCTCGTCGATCGAAGTG

GGACACCTAGCTCTACTGGAACCAGTGGTTTGTATCCATATTCCCCCGAGTAGTTTTCTTTATGTTGACCTTCCTGATTAGGTGGATACTACTATTC
CTTCTGGACAGATGGAGGTGCAGATGTTACTTATACAAATGGTGCTGGTGGCGAGTACAAACTTCAATGGTCAGGAAATGGCAATCTTGTTGGTG
GAAAGGGCTGGAATCCTGGAAGTGCTAAGTTGGTTTAAAAGTTCTCTTGATCTTCTATCATGACTAAGATTATTGCATCTGCTAACATCTATCTTAA
TTACCTGTAGGGCTGTTACCTATAGTGGCACGTACAGTCCAAATGGCAACAGCTATCTTTCTCTCTATGGCTGGACAACATCACCTCTTATTGAATA
CTATGTTGTCGAGAACTTCGGTACATATGATCCAAGCACTGGAGCTACCTTGAAAGGTACCGTGGTTAGTGACGGAGCAACTTGTAAGTCAAACTT
CTGTCACTTCTATATTCTCCCAAAATTTTACAGTATTGCCACCTTTGACTTGCGAAGGACAATTGCAGTCTCATACCTAACTACCCAGCGACTGATG
GAATAATTTCCAGATAAGATCTACCAAACCCAACGCGTCAATCAACCATCTATCATTGGTACTGCTACCTTTTATCAATATTGGTCTGTTCGACAG
ACAAAGCGAACTGGTGGTACCGTAACGACCGGAAATCATTTTAATGCTTGGAAAGCACTAGGAATGAACATGGGTACATTCGATTACATGATAGT
CGCAACAGAAGGTTACTTCTCTAGTGGATCATCTGATATAACTGTTGGAAGTTCAACGGGAGGTGGTGATAGTGGAAGTCCTACCTCGGCTCCCAC
TACTTCTCCTACAACATCACCAGGTGGCACCGTAAGTTATGTTTTTATTGGAATTTCTAGATTGTCATAGAAAAATTACTGATTCAAGACGTAATTT
AGTGCGGTGCTCTATACAGCCAATGTGGTGGAACTGGATTTACGGGTTCTCAATGCTGTGCATCCGGGACTTGCAAGTATGCAAATTCTTACTATT
CTCAATGCTTGTGA

>B0510 640 (750 pb)
ATGGTTTCTGCATCTTCCCTCCTCCTCGCTGCATCAGCTATCGCAGGTGTCTTCTCCGCGCCAGCCGCGGCACCCGTCAGCGAGAACTTGAATGTCT

TGCAAGAAAGAGCGTTGACTTCTTCCGCTACCGGTACTAGTGGTGGTTACTACTACTCCTTCTGGACCGATGGAAGCGGTGGTGTTACATACTCCA
ACGGAGCCAATGGTCAATATGCCGTAAGCTGGACCGGTAACAAGGGTAACTTCGTCGGTGGAAAAGGATGGGCTGTTGGTTCCGAGCGGTAAGTT
TTTTTTTTCCTTCCCTTCGTCATACATGAAAAGACATCAAACTAATTTCTCCCGCAAAGCTCCATCTCCTACACCGGATCCTACAAACCCAACGGAA
ACTCCTACCTCTCCGTCTATGGTTGGACTACCTCCCCCCTCATCGAATACTACATCGTCGAAGACTTTGGCACCTACGATCCCTCCTCCGCCGCCAC
CGAAATCGGCAGTGTCACCTCCGACGGTTCCACATACAAGATCCTCGAGACCACCCGTACAAACCAACCTTCCGTTCAAGGAACTGCTACCTTCA
AGCAATACTGGTCCGTCCGTACTAGCAAGCGTACGAGCGGTACCGTCACCACTGCAAACCATTTTGCAGCCTGGAAGAAGTTGGGATTGACTTTG
GGCTCAACTTACAACTACCAAATTGTTGCTGTTGAGGGTTACCAAAGCAGTGGTTCCGCTTCCATCACTGTTTCTTAA

>B0510_3175 (1170 pb)
ATGGTATCATACAAAGCTTTTCTCATTACTCTTGCTGCTGTCACGAGAGTCTTAACATATCCAGCCAACTCAAGTTTTGAGCTCGTCGATCGAAGTG

GGACACCTAGCTCTACTGGAACCAGTGGTTTGTATCCATATTCCCCCGAGTAGTTTTCTTTATGTTGACCTTCCTGATTAGGTGGATACTACTATTC
CTTCTGGACAGATGGAGGTGCAGATGTTACTTATACAAATGGTGCTGGTGGCGAGTACAAACTTCAATGGTCAGGAAATGGCAATCTTGTTGGTG
GAAAGGGCTGGAATCCTGGAAGTGCTAAGTTGGTTTAAAAGTTCTCTTGATCTTCTATCATGACTAAGATTATTGCATCTGCTAACATCTATCTTAA
TTACCTGTAGGGCTGTTACCTATAGTGGCACGTACAGTCCAAATGGCAACAGCTATCTTTCTCTCTATGGCTGGACAACATCACCTCTTATTGAATA
CTATGTTGTCGAGAACTTCGGTACATATGATCCAAGCACTGGAGCTACCTTGAAAGGTACCGTGGTTAGTGACGGAGCAACTTGTAAGTCAAACTT
CTGTCACTTCTATATTCTCCCAAAATTTTACAGTATTGCCACCTTTGACTTGCGAAGGACAATTGCAGTCTCATACCTAACTACCCAGCGACTGATG
GAATAATTTCCAGATAAGATCTACCAAACCCAACGCGTCAATCAACCATCTATCATTGGTACTGCTACCTTTTATCAATATTGGTCTGTTCGACAG
ACAAAGCGAACTGGTGGTACCGTAACGACCGGAAATCATTTTAATGCTTGGAAAGCACTAGGAATGAACATGGGTACATTCGATTACATGATAGT
CGCAACAGAAGGTTACTTCTCTAGTGGATCATCTGATATAACTGTTGGAAGTTCAACGGGAGGTGGTGATAGTGGAAGTCCTACCTCGGCTCCCAC
TACTTCTCCTACAACATCACCAGGTGGCACCGTAAGTTATGTTTTTATTGGAATTTCTAGATTGTCATAGAAAAATTACTGATTCAAGACGTAATTT
AGTGCGGTGCTCTATACAGCCAATGTGGTGGAACTGGATTTACGGGTTCTCAATGCTGTGCATCCGGGACTTGCAAGTATGCAAATTCTTACTATT
CTCAATGCTTGTGA

>B0510_2491 (738 ph)
ATGATTACCTTTTCCAGTCTTCTCGTCACATTCTCGGCAATTTCTACCTCGCTCGCCATTCCGGGTTCCATTCTCCCAAAGCGGAGCCCAATGAATT

TTGTTCTCCAACGCAACGAAAGCTCTCTTGTTCGTCGTGCAACTCCAAATTACGAACAAGATTATACGACTGGTGGAGATGTAATCTACACACCAT
CCGGCAGCTCTTTCACTGTAGATTGGTCAACCGAGGATGATTTTGTCGTTGGTCTTGGCTGGACAACTGGATCTACTAAGTGAGTCATTCCTCACA
CTCACTAATGAAAAGATTCATGAAATGAAAACTGATAATACTTAACATACAGTCCTATAAACTTCAGCGGCACTTTCGGCATCGGATCCGGCACC
GCCCTCCTCTCCATCTACGGTTGGTCCGAAAATCCACTCGTAGAATACTACATCGTCGAAGACAGCGCATCTCCCCCCAGTTTCGGAACCGTCAAA
GGCAGCGTCACAAGCGACGGGTCAAGCTATACCATTTGGGAAAATCAACGTGTGAATGAACCTTCCATTGTAGGAACCGCGACTTTTAACCAGTA
CATCTCGGTGCGATCTTCCCCGCGGAAAAGTGGGACAGTGACGGTAGAGAATCATTTTCAGGCTTGGGCCGCGCTGGGGATGAATTTGGGAACGC
TTAATTACCAGGTTTTGGCGGTGGAGGGGTGGGGTGGTGAGGGGGCTGCTACGCAGACGGTTAGTTAG

>BcT4_797 (750 pb)
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ATGGTTTCTGCATCTTCCCTCCTCCTCGCTGCATCAGCTATCGCAGGTGTCTTCTCCGCGCCAGCCGCGGCACCCGTCAGCGAGAACTTGAATGTCT
TGCAAGAAAGAGCGTTGACTTCTTCCGCTACCGGTACTAGTGGTGGTTACTACTACTCCTTCTGGACCGATGGAAGCGGTGGTGTTACATACTCCA
ACGGAGCCAATGGTCAATATGCCGTAAGCTGGACCGGTAACAAGGGTAACTTCGTCGGTGGAAAAGGATGGGCTGTTGGTTCCGAGCGGTAAGTT
TTTTTTTCCTTCCCTTCGTCATACATGAAAAGACATCAAACTAATTTCTCCCGCAAAGCTCCATCTCCTACACCGGATCCTACAAACCCAACGGAAA
CTCCTACCTCTCCGTCTATGGTTGGACTACCTCCCCCCTCATCGAATACTACATCGTCGAAGACTTTGGCACCTACGATCCCTCCTCCGCCGCCACC
GAAATCGGCAGTGTCACCTCCGACGGTTCCACATACAAGATCCTCGAGACCACCCGTACAAACCAACCTTCCGTTCAAGGAACTGCTACCTTCAA
GCAATACTGGTCCGTCCGTACTAGCAAGCGTACGAGCGGTACCGTCACCACTGCAAACCATTTTGCAGCCTGGAAGAAGTTGGGATTGACTTTGG
GCTCAACCTACAACTACCAAATTGTTGCTGTTGAGGGTTACCAAAGCAGTGGTTCCGCTTCCATCACTGTTTCTTAA

>BcT4_9475 (1170 pb)
ATGGTATCATACAAAGCTTTTCTCATTACTCTTGCTGCTGTCACGAGAGTCTTAACATATCCAGCCAACTCAAGTTTTGAGCTCGTCGATCGAAGTG

GGACACCTAGCTCTACTGGAACCAGTGGTTTGTATCCATATTCCCCCGAGTAGTTTTCTTTATGTTGACCTTCCTGATTAGGTGGATACTACTATTC
CTTCTGGACAGATGGAGGTGCAGATGTTACTTATACAAATGGTGCTGGTGGCGAGTACAAACTTCAATGGTCAGGAAATGGCAATCTTGTTGGTG
GAAAGGGCTGGAATCCTGGAAGTGCTAAGTTGGTTTAAAAGTTCTCTTGATCTTCTATCATGACTAAGATTATTGCATCTGCTAACATCTATCTTAA
TTACCTGTAGGGCTGTTACCTATAGTGGCACGTACAGTCCAAATGGCAACAGCTATCTTTCTCTCTATGGCTGGACAACATCACCTCTTATTGAATA
CTATGTTGTCGAGAACTTCGGTACATATGATCCAAGCACTGGAGCTACCTTGAAAGGTACCGTGGTTAGTGACGGAGCAACTTGTAAGTCAAACTT
CTGTCACTTCTATATTCTCCCAAAATTTTACAGTATTGCCACCTTTGACTTGCGAAGGACAATTGCAGTCTCATACCTAACTACCCAGCGACTGATG
GAATAATTTCCAGATAAGATCTACCAAACCCAACGCGTCAATCAACCATCTATCATTGGTACTGCTACCTTTTATCAATATTGGTCTGTTCGACAG
ACAAAGCGAACTGGTGGTACCGTAACGACCGGAAATCATTTTAATGCTTGGAAAGCACTAGGAATGAACATGGGTACATTCGATTACATGATAGT
CGCAACAGAAGGTTACTTCTCTAGTGGATCATCTGATATAACTGTTGGAAGTTCAACGGGAGGTGGTGATAGTGGAAGTCCTACCTCGGCTCCCAC
TACTTCTCCTACAACATCACCAGGTGGCACCGTAAGTTATGTTTTTATTGGAATTTCTAGATTGTCATAGAAAAATTACTGATTCAAGACGTAATTT
AGTGCGGTGCTCTATACAGCCAATGTGGTGGAACTGGATTTACGGGTTCTCAATGCTGTGCATCCGGGACTTGCAAGTATGCAAATTCTTACTATT
CTCAATGCTTGTGA

>BcT4 5561 (738 pb)
ATGATTACCTTTTCCAGTCTTCTCGTCACATTCTCGGCAATTTCTACCTCGCTCGCCATTCCGGGTTCCATTCTCCCAAAGCGGAGCCCAATGAATT

TTGTTCTCCAACGCAACGAAAGCTCTCTTGTTCGTCGTGCAACTCCAAATTACGAACAAGATTATACGACTGGTGGAGATGTAATCTACACACCAT
CCGGCAGCTCTTTCACTGTAGATTGGTCAACCGAGGATGATTTTGTCGTTGGTCTTGGCTGGACAACTGGATCTACTAAGTGAGTCATTCCTCACA
CTCACTAATGAAAAGATTCATGAAATGAAAACTGATAATACTTAACATACAGTCCTATAAACTTCAGCGGCACTTTCGGCATCGGATCCGGCACC
GCCCTCCTCTCCATCTACGGTTGGTCCGAAAATCCACTCGTAGAATACTACATCGTCGAAGACAGCGCATCTCCCCCCAGTTTCGGAACCGTCAAA
GGCAGCGTCACAAGCGACGGGTCAAGCTATACCATTTGGGAAAATCAACGTGTGAATGAACCTTCCATTGTAGGAACCGCGACTTTTAACCAGTA
CATCTCGGTGCGATCTTCCCCGCGGAAAAGTGGGACAGTGACGGTAGAGAATCATTTTCAGGCTTGGGCCGCGCTGGGGATGAATTTGGGAACGC
TTAATTACCAGGTTTTGGCGGTGGAGGGGTGGGGTGGTGAGGGGGCTGCTACGCAGACGGTTAGTTAG

2.2. Alineamientos entre los genes identificados
BC1G_13645.1/ B0510 2491/BCT4_5561 (porcentaje de identidad: 100%0)

BC1G 13645 ATGATTACCTTTTCCAGTCTTCTCGTCACATTCTCGGCAATTTCTACCTCGCTCGCCATT 60
B0510 2491 ATGATTACCTTTTCCAGTCTTCTCGTCACATTCTCGGCAATTTCTACCTCGCTCGCCATT 60
BcT4 5561 ATGATTACCTTTTCCAGTCTTCTCGTCACATTCTCGGCAATTTCTACCTCGCTCGCCATT 60
KAKKIAIKIERKK KKK KKK Kk ki ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k kA A XA XA A AAAA KKK KKK KKKk
BC1G 13645 CCGGGTTCCATTCTCCCAAAGCGGAGCCCAATGAATTTTGTTCTCCAACGCAACGAAAGC 120
B0510 2491 CCGGGTTCCATTCTCCCAAAGCGGAGCCCAATGAATTTTGTTCTCCAACGCAACGAAAGC 120
BcT4 5561 CCGGGTTCCATTCTCCCAAAGCGGAGCCCAATGAATTTTGTTCTCCAACGCAACGAAAGC 120
AAKKEAEERKRKRK KKK KKK Kk ki ok ki ok ok ok kkkok ok ok ok ok ok ok ok ok kA A A XA XA XA XXX X KKK KKK KK
BC1G 13645 TCTCTTGTTCGTCGTGCAACTCCAAATTACGAACAAGATTATACGACTGGTGGAGATGTA 180
B0O510 2491 TCTCTTGTTCGTCGTGCAACTCCAAATTACGAACAAGATTATACGACTGGTGGAGATGTA 180
BcT4 5561 TCTCTTGTTCGTCGTGCAACTCCAAATTACGAACAAGATTATACGACTGGTGGAGATGTA 180
AAKEEERRRKRKRA KKK KK KKk k ok ok ok ok ok ok kk ok ok ok ok k ok ok k kA A A XA A A AAAXXRX A KKK KK KK
BC1G 13645 ATCTACACACCATCCGGCAGCTCTTTCACTGTAGATTGGTCAACCGAGGATGATTTTGTC 240
B0O510 2491 ATCTACACACCATCCGGCAGCTCTTTCACTGTAGATTGGTCAACCGAGGATGATTTTGTC 240
BcT4 5561 ATCTACACACCATCCGGCAGCTCTTTCACTGTAGATTGGTCAACCGAGGATGATTTTGTC 240



BC1G_13645
B0510 2491
BcT4 5561

BC1G_13645
B0510 2491
BcT4 5561

BC1G_13645
B0510 2491
BcT4 5561

BC1G_13645
B0510 2491
BcT4 5561

BC1G_ 13645
B0510 2491
BcT4 5561

BC1G_13645
B0510 2491
BcT4 5561

BC1G_13645
B0510 2491
BcT4 5561

BC1G_13645
B0510 2491
BcT4 5561

BC1G_13645
B0510 2491
BcT4 5561

Ak Ahkhkhkkhhkhkkhhhkkhhkhhkhkhhkhkhhhkhhhhhhkhhhkhhhhhhkhkhbhhkhkhhkhkhhkhkhkrkhkhkrkhkhkrkhx%k

GTTGGTCTTGGCTGGACAACTGGATCTACTAAGTGAGTCATTCCTCACACTCACTAATGA
GTTGGTCTTGGCTGGACAACTGGATCTACTAAGTGAGTCATTCCTCACACTCACTAATGA

GTTGGTCTTGGCTGGACAACTGGATCTACTAAGTGAGTCATTCCTCACACTCACTAATGA
Kok Kk ok k% kK ok ok ok kK Kk ok ok ok Kk ok ok ok kK ok ok ok k ok ok ok k ok ok ok kK ok ok ok kK ok ok Kk

AAAGATTCATGAAATGAAAACTGATAATACTTAACATACAGTCCTATAAACTTCAGCGGC
AAAGATTCATGAAATGAAAACTGATAATACTTAACATACAGTCCTATAAACTTCAGCGGC

AAAGATTCATGAAATGAAAACTGATAATACTTAACATACAGTCCTATAAACTTCAGCGGC
Kok kK ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko k kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko k kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok

ACTTTCGGCATCGGATCCGGCACCGCCCTCCTCTCCATCTACGGTTGGTCCGAAAATCCA
ACTTTCGGCATCGGATCCGGCACCGCCCTCCTCTCCATCTACGGTTGGTCCGAAAATCCA
ACTTTCGGCATCGGATCCGGCACCGCCCTCCTCTCCATCTACGGTTGGTCCGAAAATCCA

KK A KA A KR A AR A A KA A IR KA AR AR A AR A AR A AT A A I AR I AR I A A A A A A AR A AR A AR A A KK

CTCGTAGAATACTACATCGTCGAAGACAGCGCATCTCCCCCCAGTTTCGGAACCGTCAAA
CTCGTAGAATACTACATCGTCGAAGACAGCGCATCTCCCCCCAGTTTCGGAACCGTCAAA
CTCGTAGAATACTACATCGTCGAAGACAGCGCATCTCCCCCCAGTTTCGGAACCGTCAAA

KA A KA AR A AR A AR A R A IR KA AR KA AR A AR A AR AR I AR I AR AR A AR A A A A A AR A AR A KK

GGCAGCGTCACAAGCGACGGGTCAAGCTATACCATTTGGGAAAATCAACGTGTGAATGAA
GGCAGCGTCACAAGCGACGGGTCAAGCTATACCATTTGGGAAAATCAACGTGTGAATGAA
GGCAGCGTCACAAGCGACGGGTCAAGCTATACCATTTGGGAAAATCAACGTGTGAATGAA

KA A KA AR A AR A AR A R A IR KA AR KA AR A AR A AR AR I AR I AR AR A AR A A A A A AR A AR A KK

CCTTCCATTGTAGGAACCGCGACTTTTAACCAGTACATCTCGGTGCGATCTTCCCCGCGG
CCTTCCATTGTAGGAACCGCGACTTTTAACCAGTACATCTCGGTGCGATCTTCCCCGCGG
CCTTCCATTGTAGGAACCGCGACTTTTAACCAGTACATCTCGGTGCGATCTTCCCCGCGG

KA A KA AR A AR A AR A AR A AR A IR A IR A A AR AR A A I AR I AR AR A A Ak A A A A A A A A A,k K

AAAAGTGGGACAGTGACGGTAGAGAATCATTTTCAGGCTTGGGCCGCGCTGGGGATGAAT
AAAAGTGGGACAGTGACGGTAGAGAATCATTTTCAGGCTTGGGCCGCGCTGGGGATGAAT
AAAAGTGGGACAGTGACGGTAGAGAATCATTTTCAGGCTTGGGCCGCGCTGGGGATGAAT

KK A KK AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A I A AR A A I A A A A A Ak A Ak kA A A Ak A xA Ak Aok Kk kK

TTGGGAACGCTTAATTACCAGGTTTTGGCGGTGGAGGGGTGGGGTGGTGAGGGGGCTGCT
TTGGGAACGCTTAATTACCAGGTTTTGGCGGTGGAGGGGTGGGGTGGTGAGGGGGCTGCT
TTGGGAACGCTTAATTACCAGGTTTTGGCGGTGGAGGGGTGGGGTGGTGAGGGGGCTGCT

KK AR KA KR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A A A AR A AR A A A A A A A A A kA A kA Ak AR A AR A AKXk

ACGCAGACGGTTAGTTAG 738
ACGCAGACGGTTAGTTAG 738
ACGCAGACGGTTAGTTAG 738

khkAkhkKkAkhk kA kA ki kA kkhk*k

BC1G_03590.1/ B0510 3175/BcT4_9475 (porcentaje de identidad: 100%)

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475

ATGGTATCATACAAAGCTTTTCTCATTACTCTTGCTGCTGTCACGAGAGTCTTAACATAT
ATGGTATCATACAAAGCTTTTCTCATTACTCTTGCTGCTGTCACGAGAGTCTTAACATAT
ATGGTATCATACAAAGCTTTTCTCATTACTCTTGCTGCTGTCACGAGAGTCTTAACATAT

KK AR KR AR KA AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A A A AR A A A A A kA A kA A kA A kA A kA Ak k k)

CCAGCCAACTCAAGTTTTGAGCTCGTCGATCGAAGTGGGACACCTAGCTCTACTGGAACC
CCAGCCAACTCAAGTTTTGAGCTCGTCGATCGAAGTGGGACACCTAGCTCTACTGGAACC
CCAGCCAACTCAAGTTTTGAGCTCGTCGATCGAAGTGGGACACCTAGCTCTACTGGAACC

R S I db b S b S db S S e S Sb e Sb b b S b I S b S Sb b S S b S S b S SE S b S SE S b S S Ib S Sb db b Sb b S db db S

AGTGGTTTGTATCCATATTCCCCCGAGTAGTTTTCTTTATGTTGACCTTCCTGATTAGGT
AGTGGTTTGTATCCATATTCCCCCGAGTAGTTTTCTTTATGTTGACCTTCCTGATTAGGT

Anexo I: Secuencias de los genes y xilanasas de las familias GH10 y GH11 de B. cinerea
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BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475

AGTGGTTTGTATCCATATTCCCCCGAGTAGTTTTCTTTATGTTGACCTTCCTGATTAGGT

ER I SR R S db b S b b S db b S S e S Sb b Sb b S b I Sh b S Sb b b Sb b S Sb b S Sb b S S S Sb S Sh b b S b b Sb db b db b S Sb db 3

GGATACTACTATTCCTTCTGGACAGATGGAGGTGCAGATGTTACTTATACAAATGGTGCT
GGATACTACTATTCCTTCTGGACAGATGGAGGTGCAGATGTTACTTATACAAATGGTGCT
GGATACTACTATTCCTTCTGGACAGATGGAGGTGCAGATGTTACTTATACAAATGGTGCT

khkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhhkhhkhhhhhkkxkx*x

GGTGGCGAGTACAAACTTCAATGGTCAGGAAATGGCAATCTTGTTGGTGGAAAGGGCTGG
GGTGGCGAGTACAAACTTCAATGGTCAGGAAATGGCAATCTTGTTGGTGGAAAGGGCTGG
GGTGGCGAGTACAAACTTCAATGGTCAGGAAATGGCAATCTTGTTGGTGGAAAGGGCTGG

khkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhhhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhhhkhkhhhhhhxkkkxkx%x

AATCCTGGAAGTGCTAAGTTGGTTTAAAAGTTCTCTTGATCTTCTATCATGACTAAGATT
AATCCTGGAAGTGCTAAGTTGGTTTAAAAGTTCTCTTGATCTTCTATCATGACTAAGATT
AATCCTGGAAGTGCTAAGTTGGTTTAAAAGTTCTCTTGATCTTCTATCATGACTAAGATT

KA A KA A KA AR A A A IR KA AR A AR KA AR A AR A AR A A I AR I AR A A A A A A AR A AR A AR A A KK

ATTGCATCTGCTAACATCTATCTTAATTACCTGTAGGGCTGTTACCTATAGTGGCACGTA
ATTGCATCTGCTAACATCTATCTTAATTACCTGTAGGGCTGTTACCTATAGTGGCACGTA
ATTGCATCTGCTAACATCTATCTTAATTACCTGTAGGGCTGTTACCTATAGTGGCACGTA

KAAKRAA KA R KA A A A A I A A I A A I A A I AR I AR AR A Ak Ak A Ak A A A A A A A Ak Kk k

CAGTCCAAATGGCAACAGCTATCTTTCTCTCTATGGCTGGACAACATCACCTCTTATTGA
CAGTCCAAATGGCAACAGCTATCTTTCTCTCTATGGCTGGACAACATCACCTCTTATTGA
CAGTCCAAATGGCAACAGCTATCTTTCTCTCTATGGCTGGACAACATCACCTCTTATTGA

KA A KA AR A AR A AR A R A IR KA AR KA AR A AR A AR AR I AR I AR AR A AR A A A A A AR A AR A KK

ATACTATGTTGTCGAGAACTTCGGTACATATGATCCAAGCACTGGAGCTACCTTGAAAGG
ATACTATGTTGTCGAGAACTTCGGTACATATGATCCAAGCACTGGAGCTACCTTGAAAGG
ATACTATGTTGTCGAGAACTTCGGTACATATGATCCAAGCACTGGAGCTACCTTGAAAGG

KA A KA AR A AR A AR A AR AR A IR A IR A I A AR A A I AR I AR A AR A A A A A A kA A A A A A, kK

TACCGTGGTTAGTGACGGAGCAACTTGTAAGTCAAACTTCTGTCACTTCTATATTCTCCC
TACCGTGGTTAGTGACGGAGCAACTTGTAAGTCAAACTTCTGTCACTTCTATATTCTCCC
TACCGTGGTTAGTGACGGAGCAACTTGTAAGTCAAACTTCTGTCACTTCTATATTCTCCC

KA AKAKAA KA AR A AR A AR A AR A AR A AR A A AR A A I A A A A A Ak A Ak kA Ak A A Ak A hA kA k Kk kK

AAAATTTTACAGTATTGCCACCTTTGACTTGCGAAGGACAATTGCAGTCTCATACCTAAC
AAAATTTTACAGTATTGCCACCTTTGACTTGCGAAGGACAATTGCAGTCTCATACCTAAC
AAAATTTTACAGTATTGCCACCTTTGACTTGCGAAGGACAATTGCAGTCTCATACCTAAC

KK AR KA KRR AR A AR A AR A AR A AR A AR A A A A I A AR A A AR A Ak A Ak A A kA A A AR A AR A, XKk

TACCCAGCGACTGATGGAATAATTTCCAGATAAGATCTACCAAACCCAACGCGTCAATCA
TACCCAGCGACTGATGGAATAATTTCCAGATAAGATCTACCAAACCCAACGCGTCAATCA
TACCCAGCGACTGATGGAATAATTTCCAGATAAGATCTACCAAACCCAACGCGTCAATCA

KK AR KA KRR AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR AR A A AR A A A A AR A A A A AR A A A A A Ak hk

ACCATCTATCATTGGTACTGCTACCTTTTATCAATATTGGTCTGTTCGACAGACAAAGCG
ACCATCTATCATTGGTACTGCTACCTTTTATCAATATTGGTCTGTTCGACAGACAAAGCG
ACCATCTATCATTGGTACTGCTACCTTTTATCAATATTGGTCTGTTCGACAGACAAAGCG

KK AR KR AR KA AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A A A AR A A A A A kA A kA A kA A kA A kA Ak k k)

AACTGGTGGTACCGTAACGACCGGAAATCATTTTAATGCTTGGAAAGCACTAGGAATGAA
AACTGGTGGTACCGTAACGACCGGAAATCATTTTAATGCTTGGAAAGCACTAGGAATGAA
AACTGGTGGTACCGTAACGACCGGAAATCATTTTAATGCTTGGAAAGCACTAGGAATGAA

KK AR KR AR KA AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A A A AR A A A A A kA A kA A kA A kA A kA Ak k k)

CATGGGTACATTCGATTACATGATAGTCGCAACAGAAGGTTACTTCTCTAGTGGATCATC
CATGGGTACATTCGATTACATGATAGTCGCAACAGAAGGTTACTTCTCTAGTGGATCATC
CATGGGTACATTCGATTACATGATAGTCGCAACAGAAGGTTACTTCTCTAGTGGATCATC

R A R I I b I b S db S S e S Sb I Sb b e S b b S b S Sb b S S b S S b S Sb S b S SE S b S S b Sb db b Sb b S db db 3

TGATATAACTGTTGGAAGTTCAACGGGAGGTGGTGATAGTGGAAGTCCTACCTCGGCTCC
TGATATAACTGTTGGAAGTTCAACGGGAGGTGGTGATAGTGGAAGTCCTACCTCGGCTCC

Anexo I: Secuencias de los genes y xilanasas de las familias GH10 y GH11 de B. cinerea
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BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

B0510 3175
BcT4 9475
BC1G_03590

TGATATAACTGTTGGAAGTTCAACGGGAGGTGGTGATAGTGGAAGTCCTACCTCGGCTCC

ER I SR R S db b S b b S db b S S e S Sb b Sb b S b I Sh b S Sb b b Sb b S Sb b S Sb b S S S Sb S Sh b b S b b Sb db b db b S Sb db 3

CACTACTTCTCCTACAACATCACCAGGTGGCACCGTAAGTTATGTTTTTATTGGAATTTC
CACTACTTCTCCTACAACATCACCAGGTGGCACCGTAAGTTATGTTTTTATTGGAATTTC
CACTACTTCTCCTACAACATCACCAGGTGGCACCGTAAGTTATGTTTTTATTGGAATTTC

KA A KA A KA A A A A A I KA AR A A I A IR A AR A AT AR I AR I AR A A A A A A A A A A A A Ak kK

TAGATTGTCATAGAAAAATTACTGATTCAAGACGTAATTTAGTGCGGTGCTCTATACAGC
TAGATTGTCATAGAAAAATTACTGATTCAAGACGTAATTTAGTGCGGTGCTCTATACAGC
TAGATTGTCATAGAAAAATTACTGATTCAAGACGTAATTTAGTGCGGTGCTCTATACAGC

KA A KA A KA A A A A A A I KA A IR A AR A AR A AR A AT AR I AR I AR A A A A A A A A A A A A Ak kK

CAATGTGGTGGAACTGGATTTACGGGTTCTCAATGCTGTGCATCCGGGACTTGCAAGTAT
CAATGTGGTGGAACTGGATTTACGGGTTCTCAATGCTGTGCATCCGGGACTTGCAAGTAT
CAATGTGGTGGAACTGGATTTACGGGTTCTCAATGCTGTGCATCCGGGACTTGCAAGTAT

KA A KA A KA AR A A A IR KA AR A AR KA AR A AR A AR A A I AR I AR A A A A A A AR A AR A AR A A KK

GCAAATTCTTACTATTCTCAATGCTTGTGA 1170
GCAAATTCTTACTATTCTCAATGCTTGTGA 1170
GCAAATTCTTACTATTCTCAATGCTTGTGA 1170

KAA I ARk I ARk I ARk AhkhAhk Ak A h A A h A Ak Ak K

B0510_640/BCT4_797 (porcentaje de identidad: 99,7%o)

BcT4 797
B0510_ 640

BcT4 797
B0510_ 640

BcT4 797
B0510_ 640

BcT4 797
B0510_ 640

BcT4 797
B0510 640

BcT4 797
B0510 640

BcT4 797
B0510 640

BcT4 797
B0510 640

BcT4 797
BO510_ 640

BcT4 797
B0510 640

ATGGTTTCTGCATCTTCCCTCCTCCTCGCTGCATCAGCTATCGCAGGTGTCTTCTCCGCG
ATGGTTTCTGCATCTTCCCTCCTCCTCGCTGCATCAGCTATCGCAGGTGTCTTCTCCGCG

KK A KA AR A AR A AR A AR A AR AR A IR A I A A I A AR AR I AR ARk Ak A kA A kA A A A A,k K

CCAGCCGCGGCACCCGTCAGCGAGAACTTGAATGTCTTGCAAGAAAGAGCGTTGACTTCT
CCAGCCGCGGCACCCGTCAGCGAGAACTTGAATGTCTTGCAAGAAAGAGCGTTGACTTCT

KA A KA AR A AR A AR A AR AR AR A IR A I A A I A A I A A I AR I AR AR A A Ak A kA A kA A A A A,k K

TCCGCTACCGGTACTAGTGGTGGTTACTACTACTCCTTCTGGACCGATGGAAGCGGTGGT
TCCGCTACCGGTACTAGTGGTGGTTACTACTACTCCTTCTGGACCGATGGAAGCGGTGGT

KK AR KA KR A AL AR A AR A AR A AR A A A A I A AR A A I A A I A A Ak A A kA Ak A A kA A A A A,k K

GTTACATACTCCAACGGAGCCAATGGTCAATATGCCGTAAGCTGGACCGGTAACAAGGGT
GTTACATACTCCAACGGAGCCAATGGTCAATATGCCGTAAGCTGGACCGGTAACAAGGGT

KK AR KA KR A AL AR A AR A AR A AR A AR A I A AR A A A A A I A A Ak A A kA A kA A kA A kA A Ak K

AACTTCGTCGGTGGAAAAGGATGGGCTGTTGGTTCCGAGCGGTAAG-TTTTTTTTTCCTT
AACTTCGTCGGTGGAAAAGGATGGGCTGTTGGTTCCGAGCGGTAAGTTTTTTTTTTCCTT

KK AKAKA KK AR A AN A AN A AR A AR A IR A AR AR A A A A A A ARk hA Ak k kA hA kA hAhA Ak Ak h kK

CCCTTCGTCATACATGAAAAGACATCAAACTAATTTCTCCCGCAAAGCTCCATCTCCTAC
CCCTTCGTCATACATGAAAAGACATCAAACTAATTTCTCCCGCAAAGCTCCATCTCCTAC

R I I b S b b S b S b e S b S b S S b b S b S I b S S S S b S b S b S Sb S b S Ib S S b S b S 3 db S

ACCGGATCCTACAAACCCAACGGAAACTCCTACCTCTCCGTCTATGGTTGGACTACCTCC
ACCGGATCCTACAAACCCAACGGAAACTCCTACCTCTCCGTCTATGGTTGGACTACCTCC

R A b I I b I I S b S S S Sb i S b I S b b S b I Ib I S e S S S SR e S b S Sb b S b b db b S db b I Sb S Ib b4

CCCCTCATCGAATACTACATCGTCGAAGACTTTGGCACCTACGATCCCTCCTCCGCCGCC
CCCCTCATCGAATACTACATCGTCGAAGACTTTGGCACCTACGATCCCTCCTCCGCCGCC

R I b I I b S b S b S S I S S S b I S b b S b I Ib I S e S b S SR e S b S S Sb B S b b S b b db b b Sb S Ib b Y

ACCGAAATCGGCAGTGTCACCTCCGACGGTTCCACATACAAGATCCTCGAGACCACCCGT
ACCGAAATCGGCAGTGTCACCTCCGACGGTTCCACATACAAGATCCTCGAGACCACCCGT

R R R I I b I b S S S S e S SR Sb b e S b b S b S SE b I S b S Sb b S Sb S b b S SE S Sb S S b Sb db b Sb b I db 2b S

ACAAACCAACCTTCCGTTCAAGGAACTGCTACCTTCAAGCAATACTGGTCCGTCCGTACT
ACAAACCAACCTTCCGTTCAAGGAACTGCTACCTTCAAGCAATACTGGTCCGTCCGTACT

R R R I I b I b S b S S e S S e Sb b b S S I S b S Sb b S S b S Sb b S Sb S b S SE S b S S b Sb db b Sb b S db 2b S

Anexo I: Secuencias de los genes y xilanasas de las familias GH10 y GH11 de B. cinerea
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Anexo I: Secuencias de los genes y xilanasas de las familias GH10 y GH11 de B. cinerea

BcT4 797 AGCAAGCGTACGAGCGGTACCGTCACCACTGCAAACCATTTTGCAGCCTGGAAGAAGTTG 659
B0510 640 AGCAAGCGTACGAGCGGTACCGTCACCACTGCAAACCATTTTGCAGCCTGGAAGAAGTTG 660

ER I R R S S b S b b S 2b b S S S b Sb b Sh b I Sb b S Sb b b Sb b S Sb b S Sb b S Sb S SE S b b Sb db I Sb db b db b S Sb db 3

BcT4 797 GGATTGACTTTGGGCTCAACCTACAACTACCAAATTGTTGCTGTTGAGGGTTACCAAAGC 719

B0510 640 GGATTGACTTTGGGCTCAACTTACAACTACCAAATTGTTGCTGTTGAGGGTTACCAAAGC 720
o AAEEARARRRKRKRKRK KKK KK K” hokkkkkkk ok ok ok ok k ok ok ok ok hk kA KA A A AA AR XXX AR KKK KKK

BcT4 797 AGTGGTTCCGCTTCCATCACTGTTTCTTAA 749

30516_640 AGTGGTTCCGCTTCCATCACTGTTTCTTAA 750
KEKIRRK KKK KKK K Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk K K K K K K K kK

BC1G_13645.1/BC1G_03590.1 (Porcentaje de identidad: 39.5%)

BC1G 13645.1 —-———--- ATGATTACCTTTTC-CAGTCTTCTCGTCACATTCTCGGCAATTTCTACCTCG 51
BC1G_03590.1 ATGGTATCATACAAAGCTTTTCTCATTACTCTTGCTGCTGTCACGAGAGTCTTAACATAT 60
- ‘k‘k'.::* *kkkkKkk kK *. *kk*k  k .*: ‘k*:**. *'* * :‘k*.*.

BC1G 13645.1 CTCGCCATTCCGGGTTCCATTCTC———-- CCAAAGCGG------- AGCCC-AATGAATTT 98
BC1G_03590.1 CCAGCCAACTCAAGTTTTGAGCTCGTCGATCGAAGTGGGACACCTAGCTCTACTGGAACC 120

* .****: *‘_‘k‘k‘k . * k% *.*** * * * kK K *‘**.‘k:

BC1G 13645.1 TGT--——-- TCTCCAACGCAACGAAAGCTCTCTTGTTCGTCGTGCAACTCCAAATTACG- 151
BC1G_03590.1 AGTGGTTTGTATCCATATTCCCCCGAGTAGTTTTCTTTATGTTGACCTTCCTGATTAGGT 180
- :‘k* *‘*‘k‘k‘k:. ..* ..** . * kk k% .* **... ***:‘**‘k‘k *
BC1G 13645.1 --AACAAGATTATACGACTG-——-———-=-—— GTGGAGATGTAATCTACACACCAT---CC 195
BC1G 03590.1 GGATACTACTATTCCTTCTGGACAGATGGAGGTGCAGATGTTACTTATACAAATGGTGCT 240

*:..:._*::*‘* :‘k** * Kk ******:* * Kk ***“: *

BC1G 13645.1 GGCAGCTCTTTCACTGTAGATTGGTCAACCGAGGATGATTTTGTCGTTGGTCTTGGCTGG 255

BC1G 03590.1 GGTGGCGAGTACAAACTTCAATGGTCAGGAAATGGCAATCTTGTTGGTGGAAAGGGCTGG 300
*K* .** . *:**‘: ‘k: *:******. ..* *. .** *kkk Kk Kk ***:‘: * KKk KKk Kk

BC1G 13645.1 ACAACTGGATCTACTAAGTGAG--TCATTCCTCACACTCACTAATGAAAAGATTCATGAA 313

BC1G 03590.1 AATCCTGGAAGTGCTAAGTTGGTTTAAAAGTTCTCTTGATCTTCTATCATGACTAAGATT 360
*.:.*****: *-****** .* *_*:: **:*: ':**:.*.:.*:** *.* .

BC1G 13645.1 ATGAAAACTGATAATACTTAACATACAGTCCTATA-——-——-- AACTTCAGCGGCACTTT 365

BC1G 03590.1 ATTGCATCTGCTAACATCTATCTTAATTACCTGTAGGGCTGTTACCTATAGTGGCACGTA 420
* % ..*:***_*** * **:*:**.: :***.** *'**: *k Kkkkkk *:

BC1G 13645.1 CGGCATCGGATCCGGCACCGCCCTCCTCTCCATCTACGGTTGGTCCGAAAATCCACTCGT 425

BC1G 03590.1 CAG--TCC-AAATGGCAACAGCTATCTTTCTCTCTATGGCTGGACAACATCACCTCTTAT 477
*.* * % *:_ ****-*' * . *k kK .**** * % ***:*...*:_:**:** -*

BC1G 13645.1 AGAATACTACATCGTCGAAGACAGCG---CATCTCCCCCCAGTTTCGGA--—-ACCGTCAA 479

BC1G 03590.1 TGAATACTATGTTGTCGAGAACTTCGGTACATATGATCCAAGCACTGGAGCTACCTTGAA 537
:******** _* *****"**: * % ***.* . **.** . * kK *kkk Kk kk

BC1G 13645.1 AGGCAGCGTCACAAGCGACGG——-———==——== GTCAAGCTAT---————-————--——- 510

BC1G 03590.1 AGGTACCGTGGTTAGTGACGGAGCAACTTGTAAGTCAAACTTCTGTCACTTCTATATTCT 597

- *kKk Kk kKK . :*'k kK k kK *****.**:
BC1G 13645.1 ——————mmmmmmmmmmmm o ACCATT————————————m———mmm oo 516
BC1G_03590.1 CCCAAAATTTTACAGTATTGCCACCTTTGACTTGCGAAGGACAATTGCAGTCTCATACCT 657
*k koo kk

BC1G 13645.1 ——————————mmm— o TGGGAAAAT - —————————————————————— CAACGTGTGAA 536

BC1G_03590.1 AACTACCCAGCGACTGATGGAATAATTTCCAGATAAGATCTACCAAACCCAACGCGTCAA 717
- ***‘*:*** kkkkk Kk K%k

BC1G 13645.1 TGAACCTTCCATTGTAGGAACCGCGACTTTTAACCAGTACATCTCGGTGCGATCTTCCCC 596

BC1G_03590.1 TCAACCATCTATCATTGGTACTGCTACCTTTTATCAATATTGGTCTGTTCGACAGACAAA 777

Kk kkkk ekk K%k kKekkoekhkk K*hk K*k Kkhkkok KKk K%k . Xk Kk kkk .k

BC1G 13645.1 GCGGAAAAGTGGGACAGTGACGGTAGAGAATCATTTTCAGGCTTGGGCCGCGCTGGGGAT 656



BC1G 03590.1 GCGAACTGGTGGTACCGTAACGACCGGAAATCATTTTAATGCTTGGAAAGCACTAGGAAT 837
- ***.*':'**** **.**.***. .*..*********.* ******...**.**.**.**
BC1G 13645.1 GAATTTGGGAACGCTTAATTACCAGGTTTTGGCGGTGGAGGG———=—=====——=—=————— 698
BC1G 03590.1 GAACATGGGTACATTCGATTACATGATAGTCGCAACAGAAGGTTACTTCTCTAGTGGATC 897

- Kkk akkkk kK Kk kkkkk sk ke Kk xk_xx Kk
BC1G 13645.1 ————-————-mmmm oo GTGGGGTGGTGAGGGGG—————— CTGCTACG-- 723
BClG_O3590.1 ATCTGATATAACTGTTGGAAGTTCAACGGGAGGTGGTGATAGTGGAAGTCCTACCTCGGC 957
ko ok_kkkkkkkKk kK Xk ok akk
BC1G 13645.1 =—mmmm—mmmmmmmmmmmmmm e CAG----- ACGGTTAGTTAG—-—-—=—-—-=— 738
BC1G 03590.1 TCCCACTACTTCTCCTACAACATCACCAGGTGGCACCGTAAGTTATGTTTTTATTGGAAT 1017
- * %% Kok Kk sk kokk
BC1G 13645.1 —mmmmmmm oo
BClG_O3590.1 TTCTAGATTGTCATAGAAAAATTACTGATTCAAGACGTAATTTAGTGCGGTGCTCTATAC 1077
BC1G 13645.1  mmmm oo oo oo
BC1G 03590.1 AGCCAATGTGGTGGAACTGGATTTACGGGTTCTCAATGCTGTGCATCCGGGACTTGCAAG 1137

BC1G 13645.1
BC1G 03590.1

TATGCAAATTCTTACTATTCTCAATGCTTGTGA 1170

Anexo I: Secuencias de los genes y xilanasas de las familias GH10 y GH11 de B. cinerea

BC1G_13645.1/BcT4_797 (Porcentaje de identidad: 54%)

BC1G 13645.1 ATGATTACCTTTTCCAGTCTTCTCGTCACATTCTCGGCAATTTCT----ACCTCGCT-CG 55

BcT4 797 ATGGTTTCTGCATCTTCCCTCCTCCTCGCTGCATCAGCTATCGCAGGTGTCTTCTCCGCG 60
Xk k KKk ek <k k Xk kkk kk ks kk kkakk K. A
BC1G 13645. CCATTCCGGGTTCCATTCTCCCAAAGCGG-—=————~ AGCCC-AATGAATTTTGTTCTCC 106
BcT4 797 CCAGCCGCGGCACCCGTCAGCGAGAACTTGAATGTCTTGCAAGAAAGAGCGTTGACTTCT 120
- Xkk ok KKk . kk | Kkk. K Kk Kk _* SkKk | kkaokx | kkk. Kk
BC1G 13645. AACGCAACGAAAGCTCTCTTGTTCGTCGTGCAACTCCAAATTACGAACAAGATTATACGA 166
BcT4 797 TCCGCTAC--CGGTACTAGTGGTGGT--TACTACTACTCCTTCTGGACCG----ATGGAA 172
- S okkkokk ok skk | kk K Kk Kk okaokkk ke kK Kk _kk X%k
BC1G 13645. CTGGTGGAGATGTAATCTACACACCATCCGGCAGCTCTTTCACTGTAGATTGGTCA---A 223
BcT4 797 GCGGTGGTGTTACATACTCCAACGGAGCCAATGGTCAATATGCCGTAAGCTGGACCGGTA 232
- Xkkkkokok ke akk_kk Kk KKk Kk aks ok xkx_ kkkok *
BC1G 13645. CCGAGGATGATTTTGTCGTTGGTCTTGGCTGGACAACTGGATCTACTAAGTGAGTCATTC 283
BcT4 797 ACAAGGGTAACTTCGTCGGTGGAAAAGGATGGGCTGTTGGTTCCGAGCGGTAAGTTTTTT 292
- LK kkk ok ok kk Kkkk kkke  sakk_ kkk ks kkkakk LKk KKk s kok
BC1G 13645. CTCACACTCACTAATGAAAAGATTCATGAAATGAAAACTG-ATAATACTTAACATACAGT 342
BcT4 797 TTTCCTTCCCTTCGT————-- CATACATGAAAAGACATCAAACTAATTTCTCCCGCAAAGC 347
o S T T Kok eokkkkkkkokk kaoks  kkkks kK Kk _kok
BC1G 13645. CCTATAAACTTCAGCGGCACTTTCGGCATCGGATCCGGCACCGCCCTCCTCTCCATCTAC 402
BcT4 797 TCCATCTCCTACACCGGATCCTACAAACCC---AACGGAAACTCCTACCTCTCCGTCTAT 404
- X kk . kkakk kkk .ok kek ok S kkk ok k kk s kkkKKKK Kk kK
BC1G 13645. GGTTGGTCCGAAAATCCACTCGTAGAATACTACATCGTCGAAGACAGCG---—-CATC--T 456
BcT4 797 GGTTGGACTACCTCCCCCCTCATCGAATACTACATCGTCGAAGACTTTGGCACCTACGAT 464
- kokkkkk sk s kok  kokk ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk o ok ek ok
BC1G 13645. CCCCCCAGTTTCGGAACCGTCAAAGGCAGCGTCACAAGCGACGGGTCAAGCTATACCATT 516
BcT4 797 CCCTCCTCCGCCGCCACCGAAATCGGCAGTGTCACCTCCGACGGTTCCACATACAAGATC 524

*kk kK. * x kkkhkkoe ke Kkhkkhkkk kkhkkkk o kkkkkkk kK K * kK * x



BC1G 13645.
BcT4 797

BC1G 13645.
BcT4 797

BC1G 13645.
BcT4 797

BC1G 13645.
BcT4 797

TGGGAAAATCAACGTGTGAATGAACCTTCCATTGTAGGAACCGCGACTTTTAACCAGTAC
CTCGAGACCACCCGTACAAACCAACCTTCCGTTCAAGGAACTGCTACCTTCAAGCAATAC

* kK * kK * % kkkhkkkkhkkhkk kk ckkkkkk kk kk kk kK kK Kk Kk

ATCTCGGTGCGATCTTCCCCGCGGAAAAGTGGGACAGTGACGGTAGAGAATCATTTTCAG
TGGTCCGTCCGTACTAGCAAGCGTACGAGCGGTACCGTCACCACTGCAAACCATTTTGCA

Kk kk kk e ekke K * kK Kk Kk kK kK kK kK .k * Kk kA Kk Kk kK

GCTTGGGCCGCGCTGGGGATGAATTTGGG---AACGCTTAATTACCAGGTTTTGGCGGTG
GCCTGGAAGAAGTTGGGATTGACTTTGGGCTCAACCTACAACTACCAAATTGTTGCTGTT

* Kk kKK * Ak Akk e kkk kA kh kK * Kk * Kk kA Kk kK Kk ok kk kK

GAGGGGTGGGGTGGTGAGGGGGCTGCTACGCAGACGGTTAGTTAG 738
GAGGGTTACCAAAGCAGTGGTTCCGCTTCCATCACTGTTTCTTAA 749

Rt dh i S - K * K * Ak Kk ek Kk kkke Kkkk

BC1G_03590.1/ BcT4_797 (Porcentaje de identidad: 42,3%)

BC1G 03590.1

BcT4 797

BC1G_03590.
BcT4 797

BC1G_03590.
BcT4 797

BC1G_03590.
BcT4_ 797

BC1G_03590.
BcT4_ 797

BC1G_03590.
BcT4 797

BC1G_03590.
BcT4 797

BC1G_03590.
BcT4 797

BC1G_03590.
BcT4 797

BC1G_03590.
BcT4 797

BC1G_03590.
BcT4 797

BC1G_03590.

ATGGTATCATACAAAGCTTTTCTCATTACTCTTGCTGCTGTCACGAGAGTCTTAACATAT
ATGGTTTCTGCATCTTCCCTCCTCCTCGCTGCATCAGCTATCGCAGGTGTCTTCTCCGCG

KhkkhkhkKhk o kk o . . K *x kkk K * K *ekkk Kk Kk *ekkAkkk oKk

CCAGCCAACTCAAGTTTTGAGCTCGTCG-ATCGAAGTGGGACACCTAGCTCTACTGGAAC
CCAGCCGCG—==—————— GCACCCGTCAGCGAGAACTTGAATGTCTTGCAAGAAAG-———

* ok Kk k kK * *  kk kK *kk kA kK *k e kk . * e %

CAGTGGTTTGTATCCATATTCCCCCGAGTAGTTTTCTTTATGTTGACCTTCCTGATTAGG
-AGCG--TTGACTTCTTCCGCTACCGG————==———————————————— TACTAGT--GG

* Kk Kk *kk o Kk koK * * kK * kK * * K

TGGATACTACTATTCCTTCTGGACAGATGGAGGTGCAGATGTTACTTATACAAATGGTGC
TGGTTACTACTACTCCTTCTGGACCGATGGAAGCGGTGGTGTTACATACTCCAACGGAGC

Ahkkehkkhkhkhkkhkhkhkh khkhkhkkhkkhkhkkhhhkdhkh K,hkhkkhhhk Kk K ok kkhkhkkhkkhkkoekhkk ok *k K*kokk

TGGTGGCGAGTACAAACTTCAATGGTCAGG---AAATGGCAATCTTGTTGGTGGAAAGGG
CAATGGTCAATATGCCGTAAGCTGGACCGGTAACAAGGGTAACTTCGTCGGTGGAAAAGG

* kK * kK * . *kk ok KKk *k kK KKk * kk kkkkkAkkk kK

CTGGAATCCTGGAAGTGCTAAGTTGGTTTAAAAGTTCTCTTGATCTTCTATCATGACTAA
ATGGGCTGTTGGTTCCGAGCGGTAAGTTTTTTTTTCCTTCCCTTCGTCATACATGAAAAG

* kK * *AkK oo * ke Khkkhkkoeooo * kK ekk hk e o e khkhkhkk oKk

GATTATTGCATCTGCTAACATCTATCTTAATTACCTGTAGGGCTGTTACCTATAGTGGCA
—————————— ACATCAAACTAATTTCT----CCCGCAAAGCTCCATCTCCTACACCGGAT

sk e kekkkoo Kkokkk * o kK * * e kk kK K * k.

CGTACAGTCCAAATGGCAACAGCTATCTTTCTCTCTATGGCTGGACAACATCACCTCTTA
CCTACAAACCCAACGGAAACTCCTACCTCTCCGTCTATGGTTGGACTACCTCCCCCCTCA

kX kkkk ekk kk kk kkke Khkk Ak kK *khkkhkkkkhkk khkkkhkkoekk *k *k kK K

TTGAATACTATGTTGTCGAGAACTTCGGTACATATGATCCAAGCACTGGAGCTACCTTGA
TCGAATACTACATCGTCGAAGACTTTGGCACCTACGATCCCTCCTCCGCCGCCACCGAAA

* Ak kkkkkk * kk Kk kK *kkkhkk kk kk kk kkkkk o kek K Kk Kkkk .o Kk

AAGGTACCGTGGTTAGTGACGGAGCAACTTGTAAGTCAAACTTCTGTCACTTCTATATTC

* Kk Kk Kk ok * koo kK * Kk * Kk kK

TAACTACCCAGCGACTGATGGAATAATTTCCAGATAAGATCTACCAAACCCAACGCGTCA
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BcT4 797 === e CATACAAGATCCTCGAGACCACCCGTACAA 543
- Xk ok kkkkkk ok Kk kkk_kx %
BClG_O3590. ATCAACCATCTATCATTGGTACTGCTACCTTTTATCAATATTGGTCTGTTCGACAGACAA 776
BcT4 797 ACCAACCTTCCGTTCAAGGAACTGCTACCTTCAAGCAATACTGGTCCGTCCGTACTAGCA 603
- K okkkkkakk ok sakkekkkkkkkkkkk sk kkkkk kkkkk kk Ak ok k
BClG_O3590. AGCGAACTGGTGGTACCGTAACGACCGGAAATCATTTTAATGCTTGGAAAGCACTAGGAA 836
BcT4 797 AGCGTACGAGCGGTACCGTCACCACTGCAAACCATTTTGCAGCCTGGAAGAAGTTGGGAT 663
- Kokkkakk ok kkkkkkkk kk kk ok kkk kkkkkk _skk kkkkk Kk kkk.
BClG_O3590. TGAACATGGGTACATTCGATTACATGATAGTCGCAACAGAAGGTTACTTCTCTAGTGGAT 896
BcT4 797 TGACTTT GGG~ === === = = = = — —mm o 673

B Xkk | s kKk kK
BClG_O3590. CATCTGATATAACTGTTGGAAGTTCAACGGGAGGTGGTGATAGTGGAAGTCCTACCTCGG 956
BcT4 797 s oo oo
BCIG_O3590. CTCCCACTACTTCTCCTACAACATCACCAGGTGGCACCGTAAGTTATGTTTTTATTGGAA 1016
BcT4 797 ———mmmmm- CTCAACCTACAACT ————— == === ——mmmm————mmmmmm 687
o Kok s kokokkok ok ok ok s
BCIG_03590. TTTCTAGATTGTCATAGAAAAATTACTGATTCAAGACGTAATTTAGTGCGGTGCTCTATA 1076
BCT4 797 e

CAGCCAATGTGGTGGAACTGGATTTACGGGTTCTCAATGCTGTGCATCCGGGACTTGCAA 1136
--ACCAAATTGTTG---CTG---TTGAGGGTTACCAAAGCAGTGGTTCCG---CTTCCAT 736

*kkhkkkeoe KKk kK * kK * K * ok Kk kK khkkoekkokhkk o kkkk *kk Ak

BC1G_03590.1
BcT4_ 797

BC1G 03590.1
BcT4 797

GTATGCAAATTCTTACTATTCTCAATGCTTGTGA 1170
---CACTGTTTCTTAA----———=—————————- 749

Kk o ek kK Kk Kk

2.3. Analisis de los genes BC1G_13645.1, BC1G_03590.1 y BcT4 797, proteinas que codifican y
disefio de siRNAs

En las secuencias de los genes, se sefialan en minusculas los posibles intrones y en rojo y subrayado la
region elegida para formar parte de la construccion silenciadora.

En las secuencias de las proteinas se sefiala la secuencia sefial en rojo.

>BC1G_13645.1(738 pb)

ATGATTACCTTTTCCAGTCTTCTCGTCACATTCTCGGCAATTTCTACCTCGCTCGCCATTCCGGGTTCCATTCTCCCAAAGCGGAGC
CCAATGAATTTTGTTCTCCAACGCAACGAAAGCTCTCTTGTTCGTCGTGCAACTCCAAATTACGAACAAGATTATACGACTGGTG
GAGATGTAATCTACACACCATCCGGCAGCTCTTTCACTGTAGATTGGTCAACCGAGGATGATTTTGTCGTTGGTCTTGGCTGGAC
AACTGGATCTACTAAgtgagtcattcctcacactcactaatgaaaagattcatgaaatgaaaactgataatacttaacatacag TCCTATAAACTTCAGCGGCACTTTCGGCA
TCGGATCCGGCACCGCCCTCCTCTCCATCTACGGTTGGTCCGAAAATCCACTCGTAGAATACTACATCGTCGAAGACAGCGCATC
TCCCCCCAGTTTCGGAACCGTCAAAGGCAGCGTCACAAGCGACGGGTCAAGCTATACCATTTGGGAAAATCAACGTGTGAATGA
ACCTTCCATTGTAGGAACCGCGACTTTTAACCAGTACATCTCGGTGCGATCTTCCCCGCGGAAAAGTGGGACAGTGACGGTA
GAGAATCATTTTCAGGCTTGGGCCGCGCTGGGGATGAATTTGGGAACGCTTAATTACCAGGTTTTGGCGGTGGAGGGGTGGGGT
GGTGAGGGGGCTGCTACGCAGACGGTTAGTTAG

SIRNA_4: 5°- AACCGCGACTTTTAACCAGTACATCTCGGTGCGATCTTCCCCGCGGAAAA (555 al 604 del gen)



Anexo I: Secuencias de los genes y xilanasas de las familias GH10 y GH11 de B. cinerea

BC1G_13645.1 (proteina 223 aa)

MITFSSLLVTFSAISTSLAIPGSILPKRSPMNFVLQRNESSLVRRATPNYEQDYTTGGDVIYTPSGSSFTVDWSTEDDFVVGLGWTTGST
NPINFSGTFGIGSGTALLSIYGWSENPLVEYY IVEDSASPPSFGTVKGSVTSDGSSYTIWENQRVNEPSIVGTATFNQYISVRSSPRKSGTV
TVENHFQAWAALGMNLGTLNYQVLAVEGWGGEGAATQTVS*

>BC1G_03590.1
ATGGTATCATACAAAGCTTTTCTCATTACTCTTGCTGCTGTCACGAGAGTCTTAACATATCCAGCCAACTCAAGTTTTGAGCTCGT
CGATCGAAGTGGGACACCTAGCTCTACTGGAACCAGTGGtttgtatccatattccccecgagtagttttctttatgttgaccttcetgattagGTGGATACTACTATTC
CTTCTGGACAGATGGAGGTGCAGATGTTACTTATACAAATGGTGCTGGTGGCGAGTACAAACTTCAATGGTCAGGAAATGGCAA
TCTTGTTGGTGGAAAGGGCTGGAATCCTGGAAGTGCTAAgttggtttaaaagttctcttgatcttctatcatgactaagattattgcatctgctaacatctat cttaattacctgtaGG
GCTGTTACCTATAGTGGCACGTACAGTCCAAATGGCAACAGCTATCTTTCTCTCTATGGCTGGACAACATCACCTCTTATTGAATA
CTATGTTGTCGAGAACTTCGGTACATATGATCCAAGCACTGGAGCTACCTTGAAAGGTACCGTGGTTAGTGACGGAGCAACTTgta
agtcaaacttctgtcacttctatattctcccaaaattttacagtattgccacctttgacttgcgaaggacaattgcagtctcatacctaactacccagcgactgatggaataatttccag ATAAGATCTACCAA
ACCCAACGCGTCAATCAACCATCTATCATTGGTACTGCTACCTTTTATCAATATTGGTCTGTTCGACAGACAAAGCGAACTGGTG
GTACCGTAACGACCGGAAATCATTTTAATGCTTGGAAAGCACTAGGAATGAACATGGGTACATTCGATTACATGATAGTCGCAA
CAGAAGGTTACTTCTCTAGTGGATCATCTGATATAACTGTTGGAAGTTCAACGGGAGGTGGTGATAGTGGAAGTCCTACCTCG
GCTCCCACTACTTCTCCTACAACATCACCAGGTGGCACCgtaagttatgtttttattggaatttctagattgtcatagaaaaattactgattcaagacgtaatttag TGCGGT
GCTCTATACAGCCAATGTGGTGGAACTGGATTTACGGGTTCTCAATGCTGTGCATCCGGGACTTGCAAGTATGCAAATTCTTACT
ATTCTCAATGCTTGTGA

SiRNA_5 : 5’- AGGTGGTGATAGTGGAAGTCCTACCTCGGCTCCCACTACTTCTCCTACAA-3’ (928 — 977 del gen)

BC1G_03590.1 (proteina 282 aa)
MVSYKAFLITLAAVTRVLTYPANSSFELVDRSGTPSSTGTSGGYYYSFWTDGGADVTYTNGAGGEYKLQWSGNGNLVGGKGWNPGS
AKAVTYSGTYSPNGNSYLSLYGWTTSPLIEYYVVENFGTYDPSTGATLKGTVVSDGATYKIYQTQRVNQPSIGTATFYQYWSVRQTK
RTGGTVTTGNHFNAWKALGMNMGTFDYMIVATEGYFSSGSSDITVGSSTGGGDSGSPTSAPTTSPTTSPGGTCGALYSQCGGTGFTGS
QCCASGTCKYANSYYSQCL*

>BcT4_797 (750 pb)

ATGGTTTCTGCATCTTCCCTCCTCCTCGCTGCATCAGCTATCGCAGGTGTCTTCTCCGCGCCAGCCGCGGCACCCGTCAGCGAGAA
CTTGAATGTCTTGCAAGAAAGAGCGTTGACTTCTTCCGCTACCGGTACTAGTGGTGGTTACTACTACTCCTTCTGGACCGATGGAA
GCGGTGGTGTTACATACTCCAACGGAGCCAATGGTCAATATGCCGTAAGCTGGACCGGTAACAAGGGTAACTTCGTCGGTGGAA
AAGGATGGGCTGTTGGTTCCGAGCGgtaagttttttttticcticecttcgtcatacatgaaaagacatcaaactaatttctcccgcaaagCTCCATCTCCTACACCGGATCC
TACAAACCCAACGGAAACTCCTACCTCTCCGTCTATGGTTGGACTACCTCCCCCCTCATCGAATACTACATCGTCGAAGACTTTGG
CACCTACGATCCCTCCTCCGCCGCCACCGAAATCGGCAGTGTCACCTCCGACGGTTCCACATACAAGATCCTCGAGACCACCCGT
ACAAACCAACCTTCCGTTCAAGGAACTGCTACCTTCAAGCAATACTGGTCCGTCCGTACTAGCAAGCGTACGAGCGGTACCG
TCACCACTGCAAACCATTTTGCAGCCTGGAAGAAGTTGGGATTGACTTTGGGCTCAACTTACAACTACCAAATTGTTGCTGTTG
AGGGTTACCAAAGCAGTGGTTCCGCTTCCATCACTGTTTCTTAA

SIRNA_6: 5-TCCGTCCGTACTAGCAAGCGTACGAGCGGTACCGTCACCACTGCAAACCAT-3" (588 — 638 del gen)

BcT4 797 (proteina 228 aa)
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MVSASSLLLAASAIAGVFSAPAAAPVSENLNVLQERALTSSATGTSGGYYYSFWTDGSGGVTYSNGANGQYAVSWTGNKGNFVGGK
GWAVGSERSISYTGSYKPNGNSYLSVYGWTTSPLIEYYIVEDFGTYDPSSAATEIGSVTSDGSTYKILETTRTNQPSVQGTATFKQYWSV
RTSKRTSGTVTTANHFAAWKKLGLTLGSTYNYQIVAVEGYQSSGSASITVS*

2.4. Alineamiento de las proteinas codificadas por BC1G_13645.1 y BC1G_03590.1
Identidad: ~ 94/288 (32.6%). Similitud: 139/288 (48.3%)

BClG_l3645_protein MITFSSLLVTFSAISTSLAIPGSILPKRSPMNEVLQRNESSLVRRATPNYEQDYTTGG-D 59
BC1G 03590.1 protein MVSYKAFLITLAAVTRVLTYP---—-— ANSSFELVDRSGTPSSTGTSGGYYYSEFWTDGGAD 55
B B O T PO : Kook xk K
BClG_l3645_protein VIYTP-SGSSFTVDWSTEDDEFVVGLGWTTGSTNPINFSGTFGIGSGTALLSIYGWSENPL 118
BC1G 03590.1 protein VTYTNGAGGEYKLQWSGNGNLVGGKGWNPGSAKAVTYSGTYSP-NGNSYLSLYGWTTSPL 114
B B o - S R SR S S S LKL KRoRRx Kk
BClG_l3645_protein VEYYIVEDSAS--PPSFGTVKGSVTSDGSSYTIWENQRVNEPSIVGTATFNQYISVRSSP 176
BC1G 03590.1 protein IEYYVVENFGTYDPSTGATLKGTVVSDGATYKIYQTQRVNQPSIIGTATEFYQYWSVRQTK 174
o o :***:**: . ‘k_: .‘k:**:*.***::*.*::.****:***:***** * * ‘k‘k*_:
BClG_l3645_protein RKSGTVTVENHFQAWAALGMNLGTLNYQVLAVEGWGGEGAATQTVS ————===—==————— 222
BC1G 03590.1 protein RTGGTVTTGNHFNAWKALGMNMGTFDYMIVATEGYFSSGSSDITVGSSTGGGDSGSPTSA 234

B B X Kkkkk | kkkskk kkkkkskks ok sk kks o Kas *k

BC1G 13645 protein = = —-————mm oo
BC1G 03590.1 protein PTTSPTTSPGGTCGALYSQCGGTGFTGSQCCASGTCKYANSYYSQCL 281

Alineamiento de las proteinas codificadas por BC1G_13645.1 y BcT4_797

Identidad:  102/230 (44.3%) Similitud: 142/230 (61.7%)

BClG_l3645_protein MITFSSLLVTFSAISTSLAIPGSILPKRSPMNEVLQRNESSLVRRATPNYEQDYTTGG-- 58
BcT4 797 protein MVSASSLLLAASAIAGVFSAP-AAAPVSENLNVLQERALTSSATGTSGGYYYSFWTDGSG 59
B B Kop KRRk kR T S - O HE I
BClG_l3645_protein DVIYTP-SGSSFTVDWS-TEDDFVVGLGWTTGSTNPINFSGTFGIGSGTALLSIYGWSEN 116
BCT4_797_protein GVTYSNGANGQYAVSWTGNKGNFVGGKGWAVGSERSISYTGSYKP-NGNSYLSVYGWTTS 118
O T P S I U S R R
BClG_13645_protein PLVEYYIVEDSAS--PPSFGTVKGSVTSDGSSYTIWENQRVNEPSIVGTATEFNQYISVRS 174
BCT4_797_protein PLIEYYIVEDFGTYDPSSAATEIGSVTSDGSTYKILETTRTNQPSVQGTATFKQYWSVRT 178
**:******* . *'* '* ********:*.* *. *.*:**: *****:** ***:
BClG_13645_protein SPRKSGTVTVENHFQAWAALGMNLG-TLNYQVLAVEGWGGEGAATQTVS 222
BcT4 797 protein SKRTSGTVTTANHFAAWKKLGLTLGSTYNYQIVAVEGYQSSGSASITVS 227
- - * *.*****_ * **x Kk x *k*k:'*k* * ***::****: ..*:*: * % %

Alineamiento de las proteinas codificadas por BC1G_03590.1y BcT4 797

Identidad: 141/289 (48.8%). Similitud: 174/289 (60.2%)

BC1G 03590.1 protein MVSYKAFLITLAAVTRVLTYPANSSEF-———— ELVDRSGTPSSTGTSGGYYYSFWTDGGAD 55
BcT4 797 protein MVSASSLLLAASAIAGVEFSAPAAAPVSENLNVLQERALTSSATGTSGGYYYSFWTDGSGG 60
- - * kK ‘::*:: :‘k:: *:: * K T .. * :*: *‘*:***********‘k‘k‘k‘k...
BC1G 03590.1 protein VTYTNGAGGEYKLOWSGN-GNLVGGKGWNPGSAKAVTYSGTYSPNGNSYLSLYGWTTSPL 114
BcT4 797 protein VTYSNGANGQYAVSWTGNKGNFVGGKGWAVGSERSISYTGSYKPNGNSYLSVYGWTTSPL 120

khkkeoekkk Kok . K e kk kkekkkKkkK * K e e e kek ek hAAhkAkAkAAAKk e kA hAk kA k)%
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BC1G 03590.1 protein IEYYVVENFGTYDPSTGATLKGTVVSDGATYKIYQTQRVNQPSIIGTATFYQYWSVRQTK 174
BcT4 797 protein IEYYIVEDFGTYDPSSAATEIGSVTSDGSTYKILETTRTNQPSVQGTATFKQYWSVRTSK 180
- - ****:**:*******:.** *:*.***:**** :* *.****: khkkhkhkk KKk kkk*k :*
BC1G 03590.1 protein RTGGTVTTGNHEFNAWKALGMNMG-TFDYMIVATEGYFSSGSSDITVGSSTGGGDSGSPTS 233
BcT4 797 protein RTSGTVITANHFAAWKKLGLTLGSTYNYQIVAVEGYQSSGSASITVS ————=—-———————— 227

Kk KKKKK KKK KKK koks ek Keak kkk kkk kkkk.  Kkk
BC1G 03590.1 protein APTTSPTTSPGGTCGALYSQCGGTGFTGSQCCASGTCKYANSYYSQCL 281

BcT4 797 protein = = @ —ommmm oo oo

3. Secuencia del gen quimérico silenciador Hom_XyL

Se indican los 6 fragmentos de DNA que pertenecen a las familias GH-10 y GH-11. La region de 21 nt
seleccionada por el programa SVM RNAI 2.como siRNA en cada secuencia. En verde se muestra la
secuencia espaciadora, que posee una longitud de 22 pb.

Hom_XyL

AACCGCGACTTTTAACCAGTACATCTCGGTGCGATCTTCCCCGCGGAAAAAGGTGGTGATAGTGGAAGTCCTACCT
CGGCTCCCACTACTTCTCCTACAATCCGTCCGTACTAGCAAGCGTACGAGCGGTACCGTCACCACTGCAAACCAGC
GGCTGTCATCAAAGCAAACTTTGGACAAGTGACACCAGAAAACAGCATTTGTAGGCGGGGTGAACGGTATAGTTA
GCGTACCAGAGACAGGCATCACCACGGTGTCGGTCTCCAAGCCCACTTCATCGTCGGCTCCACCCCCAGCGAAGAG
CTCGGCCGGCCTTAATTAA
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Anexo I1: Ensayo de virulencia con las cepas Bc-pNAH-XyL y Bc-pNDN-XyL-Tail

Anexo |1

Imagenes ampliadas del ensayo de virulencia, con las cepas Bc-pNAH-XyL y Bc-
PNDN-XyL-Tail.

Las hojas de tabaco se prepararon segun se indica en el punto 13 del apartado de
material y métodos. Se colocaron controles positivos en las zonas méas cercanas al
nervio central y en el borde de las hojas y entre los controles, se colocaron varias
réplicas las colonias de hongos transformantes Bc-pNDN-XyL-Tail y Bc-pNAH-XyL.
La numeracion 1 (1.1a1.10) y 2 (2.1 a 2.10) pertenece a la cepa Bc-pNDN-Xyl-Tail y
la numeracion 3 (3.1 a 3.3) pertenece a la cepa Bc-pNAH-XyL.
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Figura A. Primera hoja de Tabaco (Nicotiana tabacum), a la que se le han colocado varios trozos de agar con micelio. Be: control
positivo B05.10 de B. cinerea. Numeracion 1 y 2: agar con micelio de la cepa Be-pNDN-XyL-Tail, hay varias colonias dentro de
cada numeracion. Numeracion 3: agar con micelio de la cepa pNAH-XyL, con varias colonias dentro de esta numeracion. La barra
representa el tamaro escalado de la hoja.
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Figura B. Segunda hoja de Tabaco (Nicotiana tabacum), a la que se le han colocado varios trozos de agar con micelio. Bc: control
positivo B05.10 de B. cinerea. Numeracion 1 y 2: agar con micelio de la cepa Be-pNDN-XyL-Tail, hay varias colonias dentro de
cada numeracion. Numeracion 3: agar con micelio de la cepa pPNAH-XyL, con varias colonias dentro de esta numeracion. La barra
representa el tamano escalado de la hoja.
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