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RESUMEN

México es el cuarto productor de naranja a nivel mundial con aproximadamente 5 millones
de toneladas, segun FAOSTAT. No obstante, la produccion de naranja es severamente afectado
por el dragon amarillo (HLB), una enfermedad provocada por bacterias restringidas al floema,
Candidatus Liberibacter spp. Pese a que existe una variedad de metodos de control y prevencion
disponibles, estos no son del todo exitosos. En consecuencia, en este proyecto doctoral se tuvo el
objetivo general de integrar al genoma de naranja dulce el transgén CsPP16-
1::BM::ScpPP36::SIp322 a través del sistema de CRISPR/Cas9. A partir de esta estrategia, el
antimicrobiano SIp322 permitira combatir CL spp. restringida al floema mediante la capacidad de
movilidad de CsPP16-1.

En primera instancia, las 28 especies analizadas (excluyendo algas verdes) presentan de dos
a tres ortélogos PP16 de acuerdo con la herramienta BlastP en la base de datos de Phytozome v13.
Asimismo, el analisis de arquitectura con MEME Suite revela un dominio C2 en la parte carboxi-
terminal y dos motivos en el amino-terminal. El analisis de estructura con AlphaFold2 indica que
las proteinas PP16 estdn compuestas mayormente por ldminas-p. De igual manera, el analisis
evolutivo revela que las PP16 pudieron haber surgido de la familia extendida de sinaptotagmina
(E-SYT). Finalmente, el andlisis de presion selectiva indica que los genes PP16 estdn bajo
seleccién generalizada negativa/purificadora.

Por otra parte, el resultado de la RT-qPCR de los tres genes CsPP16 demuestra que CsPP16-
1 presenta una mayor acumulacién de mRNA en la muestra de savia de floema y es la méas
adecuada para el objetivo general. Finalmente, a través de método de biolistica se logrd obtener
explantes y dos microinjertos de naranja dulce con presencia y expresion del DNA molde

(5’UTR::CsPP16-1-ORF::BM::ScpPP36::SIip322::3 " UTR).
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ABSTRACT

Mexico is the fourth largest orange producer in the world with approximately 5 million tons,
according to FAOSTAT. However, orange production is severely affected by yellow dragon
disease (HLB), a disease caused by phloem-restricted bacteria, Candidatus Liberibacter spp.
Although there are a variety of control and prevention methods available, they are not entirely
successful. Consequently, in this doctoral project, the general objective was to integrate the
CsPP16-1-ORF::BM::ScpPP36::SIp322 transgene into the sweet orange genome through the
CRISPR/Cas9 system. Based on this strategy, the antimicrobial SIp322 will allow combating
phloem-restricted CL spp. through the mobility capacity of CsPP16-1.

Firstly, the 28 species analyzed (excluding green algae) present two to three PP16 orthologs
according to the BlastP tool in the Phytozome v13 database. Likewise, the architectural analysis
with MEME Suite reveals a C2 domain at the carboxy-terminal part and two motifs at the amino-
terminal. The structural analysis with AlphaFold2 indicates that PP16 proteins are mostly
composed of B-sheets. Likewise, the evolutionary analysis reveals that PP16 could have arisen
from the extended synaptotagmin (E-SYT) family. Finally, the selective pressure analysis indicates
that PP16 genes are under generalized negative/purifying selection.

On the other hand, the result of the RT-gPCR of the three CsPP16 genes shows that CsPP16-
1 presents a higher accumulation of mMRNA in the phloem sap sample and is the most suitable for
the general objective. Finally, through a biolistic method, it was possible to obtain explants and
two grafts of sweet orange with the presence and expression of the template DNA

(5’UTR::CsPP16-1-ORF::BM::ScpPP36.:SIp322::3’"UTR).
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I. REVISION DE LITERATURA

1.1.Produccion de naranja a nivel mundial y en México

A nivel mundial, en el afio de 2022 se report6 aproximadamente 4 millones de hectareas de
area cosechada de naranja, de las cuales se produjo aproximadamente 76 millones de toneladas. A
nivel regional, el continente americano fue el principal productor de naranja con aproximadamente
30 millones de toneladas, seguido del continente asiatico con 29 millones de toneladas. De los 10
principales paises productores de naranja a nivel mundial, Brasil y México produjeron
aproximadamente 17 y 5 millones de toneladas de naranja, respectivamente, convirtiéndolos en el
primer y cuarto productor, respectivamente (FAOSTAT, 2024).

En México, los estados de Veracruz, Tamaulipas y Puebla se reportaron como los principales
productores de naranja dulce con aproximadamente 146 mil, 13 mil y 12 mil hectéreas de area
cosechada, respectivamente; de las cuales produjeron aproximadamente 1.8 millones, 230 mil y

140 mil toneladas, respectivamente (SIAP, 2024).

1.2.Enfermedades que merman la produccion de naranja

Dentro de los problemas fitosanitarios que afectan al cultivo de naranja, y en general los
cultivos citricolas, se encuentra la mancha negra de los citricos, la tristeza de los citricos, la leprosis
de los citricos, el cancro de los citricos, la clorosis variegada de los citricos y el huanglongbing
(HLB). La mancha negra de los citricos es una enfermedad flngica causada por Guignardia
citricarpa. La tristeza de los citricos y la leprosis de los citricos son enfermedades virales causadas
por el Virus tristeza de los citricos y Citrus leprosis virus, respectivamente. El cancro de los

citricos, la clorosis variegada de los citricos y el HLB o dragdn amarillo son enfermedades
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bacterianas causadas por Xanthomonas citri, Xylella fastidiosa subsp. pauca y Candidatus

Liberibacter (CL) spp., respectivamente (Fernandez, 2002; SENASICA, 2016, 2024).

1.3.ElI HLB o dragdn amarillo

La enfermedad de HLB en naranja, y en general en los citricos, es causada por especies de
la bacteria CL spp. La especie Candidatus Liberibacter africanus (CLaf) se encuentra ampliamente
distribuido en Africa. Por su parte, la especie Candidatus Liberibacter americanus (CLam) se
encuentra parcialmente distribuido en Brasil. En tanto que, la especie Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas) se encuentra ampliamente distribuido en Asia, Norte América y parcialmente en
Africay Sudamérica (CABI, 2019; Ghosh et al., 2022; J. Zhang et al., 2023).

La bacteria CLaf se transmite mediante el vector Trioza erytreae (Del Guercio), mientras
que las bacterias CLam y CLas se trasmiten mediante el vector Diaphorina citri (Kuwayama)
(SENASICA, 2016). La transmision de CL spp., restringida a los tubos cribosos del floema,
comienza con la induccidn de la liberacion de metil salicilato (MeSA) en plantas de citricos para
atraer el vector Diaphorina citri o Trioza erytreae para alimentarse del floema. Eventualmente, la
bacteria CL spp. se dispersa en plantas sanas de citricos mediante el vector Diaphorina citri o
Trioza erytreae infectado (George et al., 2020; B. Hu et al., 2021; Martini et al., 2018). De igual
manera, CL spp. puede ser transmitido larga distancia a través de material propagativo
contaminado (SENASICA, 2016).

La sintomatologia caracteristica de la enfermedad de HLB son moteado en hojas, venas
taponadas y manchas verdes aisladas, brotes y ramas amarillos, declive del arbol con dosel
adelgazado y muerte regresiva de las ramas, semillas atrofiadas, frutos deformes y de coloracion

desigual (Figura 1) (Dzung & Rolshausen, 2019; Nehela & Killiny, 2020)
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Figura 1. Sintomatologia de la enfermedad de HLB en citricos. A) Moteado en hojas. B) Venas
taponadas y manchas verdes aisladas. C) Brotes y ramas amarillos. D) Declive del &rbol con dosel adelgazado
y muerte regresiva de las ramas. E y F) Frutos deformes y de coloracion desigual (Dzung & Rolshausen,
2019).

1.4.Métodos de control y prevencion de HLB o dragon amarillo

Actualmente, no existen métodos curativos para la enfermedad de HLB. Sin embargo,
existen métodos de control y prevencion para CL spp. causante de la enfermedad de HLB o para

el vector Diaphorina citri y Trioza erytreae que trasmiten la bacteria CL spp. Dentro de los
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métodos de control y prevencion enfocados a CL spp. se encuentran el uso de antibioticos
(combinacién de oxitetraciclina, penicilina y kasugamicina), el uso de termoterapia (someter las
plantas de citricos con HLB a temperaturas superiores a 40 °C durante 10 dias), la induccién de
genes de defensa de la planta a través del uso de brasinoesteroides (24-eBL), el uso cultivares de
citrus resistentes (arboles de citrus modificados genéticamente con el gen AtNPR1), el uso
tecnologia de nano-emulsion y el uso compuestos organicos volatiles, entre otros (Munir et al.,
201). Por otra parte, los métodos de control y prevencion enfocados al vector son el uso de
insecticidas (diflubenzurén, espinetoram, fenpropatrina, malatién, dimetoato, abamectina,
imidacloprid, spiromesifen, sivanto prime, entre otros), el uso de control bioldgico (oviposicion
de Tamarixia radiata sobre las ninfas de Diaphorina citri) y el uso de control cultural
(fertilizacion, destruccion de plantas infectadas y uso de material vegetativo certificado) (Munir
etal., 2018; SENASICA, 2012, 2016). No obstante, estos métodos de control y prevencion
enfocados a la bacteriay al vector tienen éxito limitado debido a su poca eficiencia, baja viabilidad
econdmica, fitotoxicidad, son medioambientalmente no adecuados, sociablemente no aceptados o
de enfoque no sistémico (Munir etal., 2018; SENASICA, 2012, 2016). Por lo tanto, en este
proyecto se tiene interés particular en la edicion del gen de la proteina del floema 1 (CsPP16-1)
para proveer de movilidad al antimicrobiano SIp322 en el tejido vascular (floema) de la planta de

naranja dulce.

1.5.Floema, via para movilizar antimicrobianos peptidicos

El sistema vascular de las plantas superiores se compone de dos tejidos conductores: xilema
y floema. Los vasos del xilema se encarga del transporte y distribucion de agua y minerales desde

las raices hasta las partes aéreas de la planta. Por otro lado, el floema tiene como papel en el
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transporte y distribucion de fotosintatos desde los tejidos fotosintéticos hasta los tejidos no
fotosintéticos, asi como en moléculas de sefializacion a larga distancia que coordinan el desarrollo
de las plantas y las respuestas a sefiales externas (Lucas et al., 2013). En las angiospermas, el
floema funcional se compone de elementos cribosos enucleados (SE) y células acompafiantes
nucleadas (CC) interconectadas a través de plasmodesmos ramificados (PD) especializados. Los
PD participan en la entrega de nutrientes y moléculas de sefializacion en la corriente de
translocacion a larga distancia (Xoconostle-Cazares et al., 2016). Por consiguiente, en esta tesis
doctoral es de relevancia la fisiologia del tejido vascular (floema) para el aprovechamiento en la
movilizacién del antimicrobiano Slp322 a través del trasportador CsPP16-1 en la planta de naranja

dulce.

1.6.CsPP16-1, transporte para la movilizacion de antimicrobianos peptidicos

CmPP16 es una proteina de floema de 16-kDa de calabaza (Cucurbita maxima). El gen
CmPPI6 se expresa en floema y tanto el mMARN como la proteina se localizan en los elementos
cribosos (SE). Asimismo, CmPP16 puede interactuar con RNA independiente de su secuencia y
es capaz de translocarlo de célula a célula y a tejidos distantes (Jiménez-LOpez et al., 2024;
Xoconostle-Cézares et al., 1999). Ademas, CmPP16 forma complejos proteina-proteina estables
dentro de la savia del floema, probablemente viajando como hetero-complejos (Ham et al., 2009;
Taoka et al., 2007). De igual manera, la sobreexpresion de CmPP16 en calabaza induce tolerancia
a la sequia, sugiriendo su papel en las respuestas al estrés a través de sefializacion a larga distancia
(Ramirez-Ortega et al., 2014).

Por otra parte, CsPP16-1 es un ortdlogo de CmPP16 en naranja dulce (Citrus sinensis).

CsPP16-1 puede transportar antimicrobianos peptidicos (magainina, cerocropina, lisozima y 3-
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defensina) fusionados traduccionalmente a la corriente de translocacion del floema (Calderdn-
Pérez et al., 2022; Jiménez-Lopez et al., 2024). Por lo anterior, en esta tesis doctoral CsPP16-1 es
crucial como proteina de transporte para el antimicrobiano Slp322 en el sistema vascular (floema)

de naranja dulce.

1.7.S1p322, antimicrobiano peptidico con capacidad para mitigar al dragon
amarillo

Las defensinas de las plantas son péptidos antimicrobianos (AMPSs) pequefios (~5 kDa, de
45 a 54 aminoéacidos), altamente estables y ricos en cisteina que constituyen una parte del sistema
inmunoldgico innato dirigido principalmente contra patdgenos fangicos, pero también incluyen
actividades inhibitorias de proteinasa y de amilasa de insectos y actividad antibacteriana (Stotz,
Thomson, et al., 2009). EI mecanismo de accion exacto de las defensinas como AMPs aln no ha
sido dilucidado; sin embargo, se cree que sucede a través de su interaccién con las membranas
microbianas. Los AMPs cargados positivamente interactian con las membranas celulares
bacterianas cargadas negativamente (presencia de lipidos anionicos como fosfatidilserina y
cardiolipina), lo que lleva a la penetracién de la membrana celular. De esta forma, se destruye el
potencial de la membrana y el gradiente de pH, lo que afecta la regulacion osmotica e inhibe la
respiracion celular, y causa la muerte celular. La interacciéon de los AMPs con las membranas
microbianas puede ser de 4 maneras: tipo barril, tipo alfombra, tipo toroidal y tipo toroidal
desordenada (Figura 2). En el mecanismo de tipo barril, los AMPs se insertan verticalmente en la
bicapa, se unen y forman un poro, y estos péptidos se disponen en la cavidad del poro paralelos a
las cadenas de fosfolipidos, permaneciendo perpendiculares al plano de la bicapa. En el mecanismo

de tipo alfombra, los AMPs se adsorben en paralelo a la bicapa lipidica para cubrir la superficie
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celular, lo que provoca la ruptura de la membrana. En el mecanismo de tipo toroidal, la molécula
de AMP se adsorbe a la superficie de la bicapa y se transforma estructuralmente, la membrana se
dobla y la molécula de AMP pasa a través de la bicapa para formar un poro. En el mecanismo de
tipo toroidal desordenada, una vez que forma un poro aleatorio en la membrana plasmatica, los
lipidos se retuercen hacia adentro y las cavidades de los poros se organizan mediante grupos de
cabezas de fosfolipidos. Los péptidos profundamente incrustados estabilizan los poros circulares
rectos, mientras que los péptidos restantes se organizan en las aberturas de los poros y estabilizan

la curvatura de la membrana (Li et al., 2021; Q.-Y. Zhang et al., 2021).

&
|
o W <, Péptidos
\ ~ " antimicrobianos
© € (AMPs)

|

([l Membrana
i plasmatica

/ \ A) Tipo toroidal desordenada

A) Tipo alfombra

Figura 2. Los cuatro mecanismos de accion de los péptidos antimicrobianos (AMPs). A) Tipo barril:
los péptidos se insertan verticalmente en lamembrana plasmética para formar poros transmembrana. B) Tipo
alfombra: los péptidos se adsorben en paralelo a la bicapa lipidica para cubrir la superficie celular, lo que
provoca la ruptura de la membrana. C) Tipo toroidal: la molécula de AMP se adsorbe a la superficie de la
bicapa y se transforma estructuralmente, la membrana se dobla y la molécula de AMP pasa a través de la
bicapa para formar un poro. D) Tipo toroidal desordenado: la formacion de poros es mas aleatoria e implica

menos péptidos, pero se requieren peptidos adicionales para estabilizar la apertura (Li et al., 2021).
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Por otra parte, en citricos transgénicos que expresan constitutivamente los péptidos
antimicrobianos de Spinacea oleracea (S0-D2/So-D7) son resistentes a HLB (Candidatus
Liberibacter spp.) y al cancro de los citricos (Xanthomonas axonopodis pv. citri) (Sathoff &
Samac, 2018). Asimismo, el péptido antimicrobiano de Solanum lycopersicum (DEF2) es activo
contra Botrytis cinerea y Phytophthora infestans, dos patdgenos de la vid y especies de solanaceas,
respectivamente (Stotz, Spence, et al., 2009). De igual manera, citricos que expresan la fusion
CsPP16-1 con magainina de X. laevis, cecropina de insecto, lisozima de humano, 3-defensina de
humano y algunas combinaciones de ellos tienen una reduccion significativa del contenido vivo
de CLas en comparacion al grupo control. A pesar de que los péptidos antimicrobianos estan
presentes de manera natural en semilla, raiz, tallo, hoja y flores, los proteomas de exudados de
savia de floema parecen carecer de estas proteinas (Calderon-Pérez et al., 2022). En consecuencia,
en este proyecto doctoral se tiene el objetivo de fusionar el gen SIp322 (péptido antimicrobiano) al

gen CsPP16-1 (transportador) a través del sistema de CRISPR/Cas9.

1.8.Sistema de CRISPR/Cas9, herramienta para la creacion de plantas de

naranja dulce resistentes al dragon amarillo
Para fines de edicion génica, el sistema de CRISPR/Cas9 se compone de RNA guia Unica
(sgRNA) y la endonucleasa Cas9 proveniente de Streptococcus pyogenes. EI sgRNA 'y Cas9 forman
un complejo de ribonucleoproteina (RNP) sgRNA-Cas9 que se une a la secuencia objetivo. En la
secuencia objetivo es necesario la presencia de un motivo adyacente de protoespaciador (PAM) de
un tamafo de 2 a 6 pares de bases (pb). Si el SgRNA se hibrida con el DNA inmediatamente en 5'

con respecto a un dominio PAM adyacente, la endonucleasa Cas9 creara una rotura de doble
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cadena (DSB). Este DSB puede repararse mediante el mecanismo de union de extremos no
homologos (NHEJ). Esto, a su vez, puede dar lugar a pequefias deleciones o inserciones (indeles)
que alteran el gen objetivo y provocan la pérdida de su funcién. En su defecto, si hay un molde de
ADN donante para la regién objetivo, el DSB puede repararse mediante mecanismo de union de
extremos homologos (HDR), lo que permite el reemplazo preciso de nucle6tidos, la introduccion
de mutaciones o la insercion de secuencias en la region objetivo (Figura 3) (Karlgren et al., 2018;

X. Liuetal., 2017).
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Figura 3. Descripcion general del proceso de edicion genética a través del sistema de CRISPR-Cas9.

A) Disefio de sgRNA. Este sgRNA consta de una parte que es especifica para el DNA objetivo y otra que
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interactda con la endonucleasa Cas9. B) Formacion del complejo sgRNA y Cas9. C) Union del complejo
SgRNA-Cas9 al DNA objetivo y si hay un PAM adyacente (imprescindible), Cas9 provocara una DSB del
DNA tres pares de bases antes de la secuencia del PAM. Posteriormente, el DSB puede repararse mediante
dos mecanismos diferentes: NHEJ o HDR. WT indica tipo silvestre (Karlgren et al., 2018).

Por consiguiente, en este proyecto doctoral se tiene como idea central editar el genoma de la
planta de naranja dulce a través del sistema de CRISPR/Cas9. En especifico, se tiene como idea central
editar el locus CsPP16-1 de naranja dulce a través de dos sgRNA (un sgRNA dirigido a la region
5’UTR y otra en el exon 5) y la actividad endonucleasa Cas9. En su defecto, se espera que el DNA
molde proporcionado (5 'UTR::CsPP16-1::BM::ScpPP36::Slp322::3’UTR) se integre en la doble
rotura de doble cadena (DSB) a través del mecanismo de unién de extremos homdlogos (HDR)
(Figura 4). De este modo, SIp322 permitira combatir CL spp. restringida en el floema mediante la

capacidad de movilidad de CsPP16-1.

Exén 1 Exon 2 Exén 3 Exon 4 Exén 5

CsPPi16-1 MODOVDIDDVOVIVTDIVIVDOIVIVDOIVIVDOTVI
. 5UTR Intrén 1 Intrén 2 Intrén 3 Intrén 4 3'UTR
silveste

Cas9 Cas9

., || sgRNA-2 SgRNA-5
Unién del E

complejo sgRNA-
Cas9 a CsPP16-1

Rotura de doble  \gange VOV
cadena (DSB) SUTR 3UTR

Reparacién mediante SUTR CDS-CsPP16-1 SIp322 3UTR
mecanismo de unién MDDV VDIVTVITDITVOGTVDDIPVDIVI VIV
de extremos : OV
homologos (HDR) SUTR l s i
CsPP16-1 CDS-CsPP16-1 SIp322
editado W 3UTR
Figura 4. Esquema general de la estrategia de edicion de CsPP16-1 a través del sistema de

CRISPR/Cas9.
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I1. JUSTIFICACION

A pesar de que se ha demostrado la mitigacion de HLB con plantas genéticamente
mejoradas, la ley que regula su uso restringe su siembra. Por ello, se propone el uso de otra
estrategia de mejoramiento, que consiste en el uso de edicion de genes. Se pretende movilizar un
péptido antimicrobiano al tejido vascular, mediante su fusion traduccional a una proteina

transportada sistémicamente en floema.
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I11. OBJETIVOS

3.1.0ODbjetivo general

Editar el genoma de naranja dulce (Citrus sinensis) para proveer de movilidad sistémica a

antimicrobianos peptidicos.

3.2.0bjetivos especificos
1) Realizar un andlisis evolutivo y estructural de PP16 en especies de Viridiplantae.
2) Caracterizar la expresion de genes CsPP16 en tejidos de la planta de naranja dulce.
3) Obtener plantas de naranja dulce que expresen la fusibn de CsPP16-
1::BM::ScpPP36::SIp322 en el tejido vascular.
4) Analizar el transporte de CsPP16-1::BM::ScpPP36::SIp322 con y sin TLS mediante

agro infiltraciones en plantas de Nicotiana benthamiana.
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IV. HIPOTESIS

La expresion de la proteina de transporte CsPP16-1 fusionada al péptido antimicrobiano

Slp322 en el tejido vascular de naranja dulce contribuira al control o mitigacion de HLB.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1.Analisis estructural y evolutivo de PP16 en especies de Viridiplantae

5.1.1. ldentificacion y recuperacion de secuencias de proteinas PP16 en especies
Viridiplantae

Para analizar la filogenia de los miembros de la familia de proteinas PP16 en Viridiplantae,

se descargaron secuencias de aminoacidos homdlogos de la base de datos Phytozome version 13

(https://phytozome-next.jgi.doe.gov/blast-search) mediante una busqueda BLAST usando la

secuencia de proteina CmPP16-1 (nimero de acceso de GenBank: Q9ZT47.3) de C. maxima como
consulta. Ademas, para tener una mayor fidelidad y recuperar secuencias que estaban relacionadas
mas lejanamente con los ortdlogos de CmPP16-1, también se utilizaron las proteinas CmPP16-2
(AAY96411.1) y CmPP16-1-like_isoform-X1 (XP_022991040.1) como secuencias de consultas

en la base de datos de Phytozome.

5.1.2. Alineamiento multiple de secuencias y analisis filogenético

Las secuencias de la proteina PP16 descargadas se alinearon usando Clustal Omega version
1.2.3 en modo local. El programa Jalview version 1.0 se uso para analizar y editar el alineamiento
de secuencias. Para encontrar el mejor modelo de DNA/Proteina para el arbol filogenético con el
método de Méaxima de Verosimilitud (ML) se usé el programa MEGAX versién 10.1.8. El analisis
filogenético se realizd con 1000 réplicas del valor de bootstrap usando el modelo LG + distribucién
gamma con sitios invariables (G+1) y el modelo Jones-Taylor-Thornton para el método de Maxima
Verosimilitud y Neighbor-Joining, respectivamente, y con 5 categorias gamma y delecién
completa en ambas filogenias. Las dos filogenias se analizaron y se editaron usando el programa

EvolView v3 (https://www.evolgenius.info/evolview/#login). Las filogenias para las
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clasificaciones taxondmicas convencionales se obtuvieron del servidor de taxonomia del Centro

Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI; (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy).

5.1.3. Reconstruccion del estado ancestral de ortélogos PP16
Para la reconstruccion ancestral de PP16 se usaron secuencias de aminoacidos de ortlogos
PP16 de las especies de Viridiplantae. El arbol filogenético se produjo usando estadistica

Bayesiana (https://nbisweden.github.io/MrBayes/download.html). Para este arbol, se utilizaron 10

millones de generaciones para construir la filogenia, con cadenas de parametros = 4, printfreq =
1000, samplefreq = 100 y burnin = 200. El arbol se visualiz6 en el programa Mezquite

(https://www.mesquiteproject.org/) y la reconstruccion de los caracteres ancestrales se llevo a cabo

usando algoritmo de maxima parsimonia.

5.1.4. Determinaciéon de motivos y generacion de logos
Para la busqueda motivos conservados dentro de las secuencias de proteinas PP16 se uso
Multiple EM for Motif Elicitation (MEME) implementado en el programa MEME Suite

(University of Queensland, St. Lucia, Australia) version 4.12.0 (http://meme-suite.org/) en modo

local. Los parametros de busqueda para determinar el dominio-C2 fueron: valores de cero o uno
por sitio por secuencia con 70 y 110 aminoacidos como tamafio de motivos minimo y maximo,
respectivamente. Para determinar los motivos adyacentes del dominio-C2 se usaron los siguientes
parametros: valores de cero o uno por sitio por secuencia con 6 y 110 aminoacidos como tamafio
maximo y minimo, respectivamente. En ambos casos se usé un valor de E < e*° como el limite del
valor. Para el analisis y busqueda de dominios/motivos del grupo A'y B se uso el programa Jalview

version 1.0.
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5.1.5. Analisis de la estructura tridimensional de las proteinas PP16 mediante modelado por
homologia

Para determinar la estructura tridimensional de las proteinas PP16: CmPP16-1, CmPP16-

2, CmPP16-1-like_isoform-X1, Cm_XP_022992698.1 ERG1-like (XP_022992698.1) y

Cm_XP_022996373.1_ERG3-like (XP_022996373.1) de C. maxima, y CsPP16-1

(XP_006486477.1), CsPP16-2 (XP_006477594.2) y CsPP16-3 (XP_006491029.1) de C. sinensis

se uso el servidor AlphaFold2

(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb).

La PP16-1 de Arabidopsis thaliana (ID de acceso de Protein Data Bank: 5yg3) se utiliz6 como
templado. El refinamiento de la estructura de los modelos de proteina PP16 se realizé por

GalaxyWEB (https://galaxy.seoklab.org/). El andlisis de las estructuras 3D de los modelos PP16

se realizo con el programa UCSF CHIMERA version 1.17.3 (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).

Ademas, las regiones intrinsecamente desordenadas de los modelos de proteina PP16 se predijeron

utilizando el servidor PREDICTER (http://original.disprot.org/pondr-fit.php).

5.1.6. Anadlisis de presion selectiva de genes PP16
Para analizar la presion selectiva de los 104 genes PP16 en Viridiplantae, se descargaron
secuencias de nucleétidos de la base de datos Phytozome version 13

(https://phytozomenext.jgi.doe.gov/) mediante una busqueda BLAST usando la secuencia de

proteina CmPP16-1 (nimero de acceso en GenBank: Q9ZT47.3) de C. maxima como consulta.
Posteriormente, secuencias de nucleétidos PP16 (codones de paro previamente eliminados) se
alinearon usando CLUSTAL del programa MEGA version 11.0.11. Finalmente, el alineamiento

de secuencias de nucleotidos se usé para el analisis de seleccidn positiva mediante los métodos
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BUSTED, MEME y FUBAR del servidor Datamonkey (http://datamonkey.org/). EI método

GARD (un algoritmo genético para deteccion de recombinacién) del servidor de Datamonkey

(http://datamonkey.org/) se usé previamente para analizar la recombinacion.

5.2.Caracterizacion de la expresion de genes CsPP16 en tejidos de la planta de
naranja dulce

5.2.1. Extraccion de muestras de RNA de tejidos de la planta de naranja dulce

Para el analisis de expresion de genes PP16 se usaron aproximadamente 50 mg de muestras
de raiz, tallo, hoja sin nervadura principal, apice y aproximadamente 100 pL de savia de floema
de plantas de naranja dulce “Valencia” de dos afios injertadas en el portainjerto Citrus
volkameriana y crecidas bajo condiciones de invernadero a 25-30 °C. El RNA total de los cinco
tipos de muestras se extrajeron con el Kit Direct-zol™ RNA MiniPrep de acuerdo con las
instrucciones del fabricante

(https://files.zymoresearch.com/protocols/ r2050 r2051 r2052 r2053 direct-

zol_rna_miniprep.pdf). Para las muestras de RNA de savia de floema se extrajeron mediante la

técnica de centrifugacion (Hijaz & Killiny, 2014; Killiny, 2019). Finalmente, todas las muestras
se trataron con DNAsa | de acuerdo con las instrucciones del fabricante

(https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets%2FL SG%2Fbrochures%2Fcoa en0521.pdf).

5.2.2. Anadlisis de la acumulacién del mMRNA de genes CsPP16 mediante RT-PCR de punto
final y RT-gPCR
Una vez extraido las muestras de RNA de los cinco tejidos de naranja dulce con el Kit

Direct-zol RNA Miniprep
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(https://files.zymoresearch.com/protocols/ r2050 r2051 r2052 r2053 direct-

zol_rna_miniprep.pdf), se procedio a cuantificar mediante el equipo de Nanodrop One (todas las

muestras se ajustaron a 50 ng/uL) y la integridad de estas se visualizaron en un gel desnaturalizante
(Figurab). Posteriormente, se realiz6 una PCR con transcripcion inversa (RT-PCR) de punto final.
EnlaTablal, 2y 3 se muestra la mezcla de reaccion para RT-PCR de punto final, las condiciones
de amplificacion y los oligonucleotidos utilizados, respectivamente. Finalmente, se procedio a
llevar a cabo la RT-PCR en tiempo real. La mezcla de reaccién para RT-PCR en tiempo real y las

condiciones de amplificacidon se muestran en la Tabla 4y 5.

-~ Muestras de RNA de naranja dulce

Figura 5. Perfil electroforético de RNA de diferentes tejidos de naranja dulce en gel de agarosa al 1%.

Los nimeros del 1 al 4 indican cuatro plantas diferentes.

Tabla 1. Mezcla de reaccion para RT-PCR de punto final

Reactivos | Cantidad (1 rxn)

2X Reaction Mix 6.25 uL

Oligonucleotido Fw(10 uM) 0.5uL

Oligonucleotido Rv (10 uM) 0.5uL
Agua destilada estéril 4 uL

SuperScript 111 RT/Platinum Tag Mix 0.25 uL
RNA templado (50 ng/uL) luL

Total 12.5uL

31


https://files.zymoresearch.com/protocols/_r2050_r2051_r2052_r2053_direct-zol_rna_miniprep.pdf
https://files.zymoresearch.com/protocols/_r2050_r2051_r2052_r2053_direct-zol_rna_miniprep.pdf

Tabla 2. Condiciones de amplificacion para RT-PCR de punto final

Etapas | Temperatura/Tiempo | Ciclos
Sintesis de cDNA 50 °C/30° 1
Pre-desnaturalizacion 94 °C/2’
Desnaturalizacion 94 °C/20”’
Alineacidn 62 °C/30”’ 40
Extension 72 °C/45”
Extension final 72 °C/5’ 1

Tabla 3. Oligonucledtidos para RT-PCR de punto final y en tiempo real

No. | Nombre Secuencia 5°-3° Tm (°C) | Producto (pb)

1 gPCR-CsPP16-F TGGTGAAGCCACAATCTATG 55 75
gPCR-CsPP16-R CGAGAATGTAGTTCAGCAGTTC 55

2 gPCR_Cs1g046962_F | TTGCATCAGGACAAGGAACG 58.4 148
gPCR_Cs1g046962 R | TGCAGCGGAATGATTGCTTC 58.4

3 E4 Cs1g037768_F AGCCTTTGTTCATGGAAGGAAGCC | 62 105
E4 Cs1g037768_R TCGGGTGTGAAAGTAAGGCCAAC | 61

4 gPCR-CsGADPH-F TCTTGCCTGCTTTGAATGGA 56 80

gPCR-CsGADPH-R

TGTGAGGTCAACCACTGCGACAT | 55

Tabla 4. Mezcla de reaccion para RT-PCR en tiempo real

Reactivos | Cantidad (1 rxn)

H20 Mili-Q estéril 3.2uL
Kapa SYBR Fast g°PCR Master Mix 5uL
Oligonucledtido Fw (10 uM) 0.2uL
Oligonucle6tido Rv (10 uM) 0.2uL
Rox High 0.2 uL
Kapa RT Mix 0.2 uL

RNA 1 uL (50 ng/uL)
Total 10 uL
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Tabla 5. Condiciones de amplificacion para RT-PCR en tiempo real

Etapas | Temperatura/Tiempo | Ciclos
Sintesis de cDNA 42 °C/5° 1
Desactivacion de RT 95 °C/5’
Desnaturalizacion 95 °C/5” 40
Alineacién/Alineacién 60 °C/20”’
Curva de disociacion (melting) 95 °C/15” 1
60 °C/1’

5.3.0btencidn de plantas de naranja dulce que expresen la fusion de CsPP16-
1::BM::ScpPP36::SIp322 en el tejido vascular

5.3.1. Vectores de expresion pPCR8/DNA molde y pBUN4U6SM/sgRNA

En este trabajo doctoral se partié de dos vectores construidos anteriormente por parte del
equipo de Laboratorio 24 de Biotecnologia Vegetal del Departamento de Biotecnologia y
Bioingenieria del CINVESTAV-IPN. En un vector denominado pCR8 contiene el DNA molde (la
region 5’UTR del gen CsPP16-1 como brazo de recombinacion homologa 5°, el marco de lectura
abierto del gen CsPP16-1, una bisagra molecular, el sitio de corte de la proteasa PP36, la secuencia
de la defensina antimicrobiana SIp322 y la region 3’UTR del gen CsPP16-1 como brazo de
recombinacion homologa 3’) (Figura 6). En un segundo vector denominado pBUN4U6SM
contiene dos sgRNA, uno dirigido a la region 5’UTR del gen CsPP16-1 y otro dirigido en el exdn
5 del gen CsPP16-1. Los sgRNA permiten generar dos roturas y reemplazar el gen CsPP16-1 de
naranja dulce por el DNA molde (5'UTR::CsPP16-1-ORF::BM::ScpPP36::Slp322::3°’UTR)

(Figura 7).
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Figura 6. Vector pCR8/DNA molde. La parte sombreada de color azul muestra el DNA molde
(5 ’UTR::CsPP16-1-ORF::BM::ScpPP36::Slp322::3 'UTR). Los rectangulos de color rojo indican los sitios
de los dos sgRNA (QRNA-2_5’UTR-CsPP16 y gRNA-5 3’UTR-CsPP16).
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Figura 7. Vector pPBUN4UG6SM/sgRNA. La parte sombreada de color azul muestra los dos sgRNA
(QRNA-2_5’UTR-CsPP16 y gRNA-5 3’UTR-CsPP16) flanqueadas por el promotor y el terminador U6.
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5.3.2. Comprobacion de pCR8/DNA molde y pBUN4U6SM/sgRNA mediante enzimas de
restriccion y secuenciacion Sanger
Anteriormente, el equipo del Laboratorio 24 de Biotecnologia Vegetal del DByB del
CINVESTAV-IPN ya habia comprobado la presencia del DNA molde y los sgRNA en el vector
pCR8 y pBUN4UGSM, respectivamente, mediante enzimas de restriccion y secuenciacion Sanger.
No obstante, nuevamente se extrajeron muestras de DNA plasmidico mediante ZR Plasmid
Miniprep-Classic

(https://files.zymoresearch.com/protocols/_d4015_d4016 d4054 zr plasmid_miniprep.pdf) y se

decidi6 volver a digerir con enzimas de restriccion y secuenciar para tener una mayor certeza de
lo que se esta trabajando (Anexo 1y Anexo 2). La Tabla 6 muestra la mezcla de reaccion de
digestion y el calculo de tamafio de las bandas esperadas para el vector pCR8 con/sin DNA molde
y pBUN4UGSM con/sin sgRNA, respectivamente. En la Figura 8 se muestra el perfil
electroforético de las digestiones para pCR8/DNA molde y pBUN4UGSM/sgRNA,

respectivamente.

Tabla 6. Reaccion de digestion para pCR8/DNA molde y pBUN4UG6SM/sgRNA

pCR8/DNA molde pBUN4U6SM/sgRNA
Reactivos | Cantidad (1 rxn) Reactivos | Cantidad (1 rxn)
Agua destilada estéril 2.5uL Agua destilada estéril 3.5uL
Buffer CutSmart 1uL Buffer CutSmart luL
EcoRI-HF 0.5uL HindllIl-HF 0.5uL
DNA (~100 ng/uL) 6 uL DNA (~250 ng/uL) 5uL
Total 10 uL Total 10 uL
pCR8+DNA molde = 2,799/1,658 pb pBUN411U6.1+sgRNA = 12,773/1,466 pb
pCR8-DNA molde = 2,799/0 pb pBUN411U6.1-sgRNA = 11,448/1,919 pb
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Figura 8. Perfil electroforético de pCR8/DNA molde y pBUN4UGSM/sgRNA digeridos con EcoRI-
HF y Hindlll-HF, respectivamente. Las bandas de 2799/1658 pares de bases (pb) y 12773/1466 pb
corresponden a los esperados para el vector pCR8/DNA molde y pBUN4UGSM/sgRNA, respectivamente.

5.3.3. Preparacion de medios para el cultivo in vitro de naranja dulce

En la Tabla 7 se muestran los diferentes medios utilizados para el cultivo in vitro de
semillas y explantes posterior a la transformacién por el método de biolistica. EI medio MS se
utilizo para la siembra de semillas de naranja dulce. Los medios MS-BAP (MSB) y MS-Manitol
(MSM) de pretratamiento osmatico alto se utilizaron como medios de cultivo de explantes previo
a la transformacion por el método de biolistica. Los medios RM, RMG y RMM se utilizaron como
medios de regeneracion, elongacion y enraizamiento, respectivamente, de los explantes una vez
que han sido transformados por el método de biolistica. Los antibidticos de amplio espectro
cefotaxima y amplium/meropenem) se usaron de manera opcional en los diferentes medios de

cultivo in vitro.
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Tabla 7. Medios MS para cultivo in vitro de semillas y explantes

MS MSB MSBM RM RMG RMM
Reactivos 1L 1L 1L 1L 1L 1L
Solucion 120X | 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL s0mL | 50mL
Solucion 11 100X | 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10mL | 10 mL
Solucion 111 50X | 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL 20mL | 20mL
Sacarosa 209 209 209 209 209 209
Manitol (CeH1406) 0.4-M - - 72.86 9 - - -
MES - - - 059 059 059
Carbon activado - - - - - 059
Agua destilada | 920 mL | 920 mL | 920 mL | 920 mL | 920 mL
pH 5.8
Phytagel | 3.5¢ 35¢g 35¢g 3590 3.5¢0 3.5¢0
Esterilizar
Vitaminas | 1 mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Myo-Inositol | 1 mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Bencilaminopurina
(BAP) 22.2 uM (5 mg/L, - 5 mL 5mL 3 mL 1 mL -
1 mg/mL de stock)
Acido naftalenacético
(NAA) 0.1uM (0.02 - - - 500 uL - 20 uL
mg/L, 1 mg/mL de stock)
Acido giberélico (GA3)
2.89 uM (1 mg/L, 1 - - - - 1mL 1mL
mg/mL de stock)
*Cefotaxima (100 mg/L,
100 mg/mL de stock) - - = 1mL 1 mL 1mL
*Amplium/Meropenem
(100 mg/L, 100 mg/mL - - - 1mL 1mL 1mL
de stock)

5.3.4. Transformacion de explantes de naranja dulce mediante el método de biolistica y
microinjertaciones en Citrus aurantium

En primera instancia, los epicoétilos de naranja dulce (crecidos en medio MS durante 1 ~mes

en obscuridad y 7 dias en luz, ambos a 24 °C) se cortan (cortes diagonales en los extremos

terminales para un area de superficie mayor) en explantes a 1 cm de longitud (4 dias antes de la
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transformacion) y se colocan en medio MS suplementado con BAP 22.2 uM (5 mg/L) (MSB).
Posteriormente, los explantes (4 horas antes de la transformacion) se transfieren en medio MSB
suplementado con 0.4-M (72.8688 g/L) de manitol para pretratamiento osmotico alto.
Seguidamente, los explantes se acomodan en forma de racimos en una tapa de plastico estéril con
los extremos terminales expuestos para el bombardeo mediante el equipo biolistica.

Por otra parte, en el mismo dia o en un dia diferente de la transformacion de los explantes se
preparan particulas de oro. Para esto se colocan 15 mg de particulas de oro de 1 mm en un tubo de
1.5 mL. Seguidamente, se adiciona 500 uL de etanol al 100% frio (en campana), se sonica las
particulas de oro hasta que estén completamente dispersas y se precipita levemente.
Posteriormente, se centrifuga por 3000 rpm durante 1 minuto y se remueve el sobrenadante (2X
lavado). Acto seguido, se adiciona 1 mL de agua MilliQ estéril fria por las paredes del tubo, se re-
suspende las particulas con el vortex y se precipita levemente. Posteriormente, se centrifuga a 5000
rpm durante 15-30 segundos y se remueve el sobrenadante (3X). Finalmente, se resuspende las
particulas en 500 uL de agua MilliQ estéril fria, se sonica para homogenizar completamente la
mezcla, se realizan alicuotas de 50 uL (1.5 mg = 1X) y se almacena a -20 °C.

Por otra parte, en el mismo dia de la transformacion de explantes, se adiciona 5 uL de DNA
plasmidicos (pCR8/DNA molde y pBUN411U6.1/sgRNA) a una concentracién de 500 ng/uL, 50
uL de cloruro de calcio (CaCl.) a una concentracion de 2.5 M (6.93625 g/0.025L) y 20 uL de
espermidina base libre 0.1 M a la alicuota de particulas de oro (homogenizar suavemente) y se
sonica para homogenizar completamente la mezcla. Posteriormente, se centrifuga a 5000 rpm
durante 15 segundos y se remueve el sobrenadante. Seguidamente, se adiciona 600 uL de etanol

absoluto frio y se sonica para homogenizar completamente la mezcla (limpieza). Posteriormente,
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se centrifuga a 5000 rpm durante 15 segundos y se remueve el sobrenadante. Finalmente, se
adiciona 75 uL de etanol absoluto frio (volumen que servira para un total de 2 disparos).

Acto seguido, los explantes de naranja dulce (acomodados en forma de racimos en una tapa de
plastico estéril con extremos terminales expuestos) se bombardea con las particulas de oro
(cubiertas con los plasmidos pCR8/DNA molde y pBUN411U6.1/sgRNA) mediante el equipo de
biolistica Bio-Rad PDS100/He con discos de ruptura de 1550 psi, a una distancia de 6 cmy en una
camara de vacio de 27.5 Hg). Seguidamente, los explantes bombardeados se acomodan en medio
RM durante ~1 mes en obscuridad y ~1 mes en condiciones de luz a ~24 °C (camara de
crecimiento). Posteriormente, los explantes se transfieren en medio RMG, luego en medio RMM,
cada tratamiento durante ~1 mes en condiciones de luz a ~24 °C.

Finalmente, dado que los explantes de naranja dulce bombardeos no generaron raices (en
medio RMM), se llevaron a cabo microinjertaciones en C. aurantium. La microinjertacion consiste
en introducir cuidadosamente el meristemo apical o axilar de los brotes de los explantes (como
injertos) en la pequefia escision longitudinal del portainjerto naranja agria (segmento de raiz y de
tallo removido previamente). Seguidamente, los microinjertos se dejan crecer en medio MS liquido
durante ~1 mes en condiciones de luz a 24 °C (cdmara de crecimiento). Posteriormente, los
microinjertos (meristemo desarrollado y presencia de hojas) se transfieren a tierra y se dejan en

condiciones de luz a 24 °C y finalmente en condiciones de invernadero (~30 °C).

5.3.5. Analisis de explantes transformadas y microinjertos mediante técnica moleculares
En primera instancia, se extrajeron DNA genémico con el método CTAB tomando como
muestras dos hojas de los brotes de los explantes transformados o una hoja en el caso de los

microinjertos. Seguidamente, se realizaron analisis mediante la técnica de reaccién en cadena de
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la polimerasa (PCR) para determinar la presencia del DNA molde (5°'UTR::CsPP16-1-
ORF::BM::ScpPP36::Sip322::3’UTR), asi como un fragmento del gen que codifica para Cas9 en
el genoma de los explantes transformados e microinjertos. En la Tabla 8,9, 10 y 11 se muestra la
mezcla de reaccion para PCR (para analisis de explantes), PCR mudltiple (para analisis de
microinjertos), las condiciones de amplificacion y los oligonuclettidos utilizados,
respectivamente. Para el analisis de explantes transformados mediante la T7 Endonucleasa |
(T7ED), se siguio las instrucciones del fabricante

(https://www.nebh.com/en/protocols/2014/08/11/determining-genome-targeting-efficiency-using-

t7-endonuclease-i). En la Tabla 11, el nmero 5 y 6 se muestran los oligonucle6tidos utilizados

para la amplificacion de la region 5 y 3’ para su posterior uso con la enzima T7EI. Asimismo, se
realizo andlisis de la edicion del locus CsPP16-1 (region 5’ y 3°) de los microinjertos mediante

secuenciacion Sanger.

Tabla 8. Mezcla de reaccion para PCR en explantes

Reactivos | Cantidad (1 rxn)
Buffer PCR 10X luL
MgCl2 50 uM 0.3uL
dNTPs 10 uM 0.2uL
SLP322-ORF-F 10 uM 0.2uL
Bra3’CsPP16-R 10 uM 0.2uL
Agua destilada estéril 7 uL
DNA Polimerasa Taq Platinum 0.1uL
DNA templado <500 ng/rxn luL
Total 10 uL

Tabla 9. Mezcla de reaccion para PCR multiple en microinjertos

Reactivos | Cantidad (1 rxn)
Buffer PCR 10X 1uL
MgCl2 50 uM 0.3uL
dNTPs 10 uM 0.2uL
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PromCsPP16-755pb-F 10 uM 0.2uL

SLP322-ORF-R 10 uM 0.2uL

CsPP16-ORF-FOR10 uM 0.2uL

SLP322-ORF-R 10 uM 0.2uL

ZCas9-F Fw 10 uM 0.2uL

ZCas9-R Rv 10 uM 0.2uL

Agua destilada estéril 6.2 uL

DNA Polimerasa Taq Platinum 0.1uL
DNA templado <500 ng/rxn 1uL

Total 10 uL

Tabla 10. Condiciones de amplificacion para PCR y PCR mdltiple

Etapas Temperatura/Tiempo Ciclos
Pre-desnaturalizacion 94 °C/2’
Desnaturalizacion 94 °C/30”’
Alineacion 63 °C/30”’ 35
Extension 72 °C/2.30°
Extension final 72 °C/5° 1
Tabla 11. Oligonucleétidos para PCR y PCR multiple
No. | Nombre Secuencia 5°-3° Tm (°C) | Producto (pb)
1 SLP322-ORF-F GAGATGGGTCCAACTAGAATTGTTGAGGC | 63 629
Bra3A’CsPP16-R GCAACAGAGCATGAGCAGCGTTTCAGAATC | 62
2 PromCsPP16-755bp-F | GCATTGCACGAACTTGAGGTGAC 62 1452
SLP322-ORF-R CTAGCATGGCTTAGTGCAAAAGCA 58
3 CsPP16_ORF_FOR ATGGCTATTGGGTTGTTGGAAGTACTTC 67.2 723
SLP322-ORF-R CTAGCATGGCTTAGTGCAAAAGCA 58
4 7Cas9 F CGGCCTCGATATTGGGACTAACTCT 68 430
ZCasQ_R CTTATCTGTGGAGTCCACGAGCTTC 68
5 prom_Espp 16-F GCATTGCACGAACTTGAGGTGAC 62 729
BraSA'-CsPP16-R CTTCTTCCTCAGCTAAGCCAAAGCTTTCAC | 64
6 CsPP16-ORF-FOR ATGGCTATTGGGTTGTTGGAAGTACTTC 61 3291
CsPP16-3’UTR GGAAAGGAATGAAAGATCGTGGGTGGT 62
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5.4.Andlisis del transporte de CsPP16-1::BM::ScpPP36::SIp322 con y sin TLS
mediante agroinfiltraciones en plantas de Nicotiana benthamiana

5.4.1. Construcciones para el andlisis de movilidad de CsPP16-1::BM::ScpPP36::SIp322 con
ysin TLS

Para el analisis de movilidad de CsPP16-1 se usaron las construcciones (transformadas en
la cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens) que se muestran en la Tabla 12. Las construcciones
1y 3 se ensamblaron mediante el sistema de clonacion in vivo (Garcia-Nafria et al., 2016). En
primera instancia, se disefiaron oligonucle6tidos directo y reverso con modificaciones (secuencia
de TLS en color gris) que amplifican el vector pPCR8/DNA molde completo con la secuencia de
TLS (Tabla 13). Seguidamente, se llevo a cabo una PCR con la enzima DNA Polimerasa Phusion
(Tabla 14) con las condiciones de amplificacién que se muestra en la Tabla 15. Acto seguido, 5
uL del producto de PCR se visualizd en un gel de agarosa al 1%, después 15 uL de producto de

PCR se digirié con 1 uL de Dpnl (https://www.neb.com/en/products/r0176-dpni) y seguidamente

5 uL de producto de PCR se transform6 en 50 uL de células competentes de E. coli TOP10 a través
de choque térmico (42 °C durante 42°°). La colonias de E. coli transformadas se analizaron con
EcoRI/FastDigest EcoRI con bandas esperadas de 1709 y 1735 para la construccion 1 (...TLS-
Short) y 3 (...TLS-1), respectivamente. Posteriormente, el vector de entrada pCR8/DNA molde
con TLS-Short y TLS-1 se linealizaron con Pwvul, después se recombinaron (previamente
purificada con el kit de recuperacion de DNA en gel Zymoclean;

https://files.zymoresearch.com/protocols/ d4001t d4001 d4002 d4007 d4008 zymoclean gel

dna_recovery Kkit.pdf) en el vector de destino pB7FWG,0 (Tabla 16) y seguidamente se

transformaron en 50 uL de células competentes de E. coli TOP10. Las colonias de E. coli

transformadas se analizaron con EcoRI/FastDigest EcoRI con bandas esperadas de 1709 y 1735
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para la construccion 1 y 3, respectivamente. En el Anexo 3 y 4 muestra el resultado de la
secuenciacion Sanger para la construccion 1 (en el vector pB7FWG,0) y 3 (en el vector pCR8
previo a la recombinacion en el vector pB7FWG,0). Finalmente, 3 uL (162 ng/uL.) de la construccion
1y 3 se transformaron en AGL1, y las colonias se analizaron mediante PCR de colonias (Tabla
17). Los oligonucledtidos y condiciones de amplificacion utilizados se muestran en la Tabla 13y
18, respectivamente.

La construccion 2 fue proporcionado por parte del Laboratorio 24 de Biotecnologia
Agropecuaria del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del CINVESTAV-Zacatenco.
La construccion 4, 5y 6 fue proporcionado por parte del grupo de investigacion “Transporte
Macromolecular Intercelular de Fisiologia Molecular de Plantas del Instituto Max Planck. La
expresion de Cas9::TLS-1 de la construccion pCAMBIA1305.1-CaMV-35S::GUS::TNOS se
induce con estradiol a 5 uM o hasta 50 uM. Por ende, se debe agregar 20 uL de estradiol a 50 mM
en 20 mL de medio de agroinfiltracion para concentracion final de 50 uM. La solucién stock de

estradiol a 50 mM se prepara con 25 mg en 1.83 mL de etanol al 95%.

Tabla 12. Construcciones para el analisis de movilidad de CsPP16::SIp322 cony sin TLS

No. | Construcciones Seleccién de antibioticos

1 pB7FWG,0-pCsPP16-463pb::CsPP16- Sp/Rf
1::BM::Scp326::SIp322::TLS-Short-12-3::3’UTR

2 pB7FWG,0-pCsPP16-1000pb::CsPP16- Sp/Rf
1::BM::Scp326::SIp322::GFP:: T35S

3 pB7FWG,0-pCsPP16-463pb::CsPP16- Sp/Rf
1::BM::Scp326::SIp322::TLS-1-OK-12-2::3’UTR

4 pMDC-CaMV-35S::Cas9-TLS-1::T35S Sp/Rf

5 pCAMBIA1305.1- CaMV-35S::GUS:: TNOS Km/Rf

6 pMDC32-CaMV-35S:-mCherry::TNOS Km/Rf

La abreviacion Sp, Rf y Km indica espectinomicina, rifampicina y kanamicina,
respectivamente. Los tres antibidticos tienen una concentracion de 50 mg/mL.
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Tabla 13. Oligonuclettidos para PCR

No. | Nombre Secuencia 5°-3’ Tm (°C) | Producto (pb)
1 PCR8-DONOR-TLS-F | GGAAGCGTGGTGGGCCCATAACCCACA | 74 4524
GGTCCCACTCTCTTAACTTCTC (construccién 1)
pCR8-DONOR-TLS-R | GGCCCACCACGCTTCCGCTGCGCCACTC | 77
TGATACTAGCATGGCTTAGTG
2 TLS-1-Fw GTGGTGGGCCCATAACCCACAGGTCCCA | 75 4551
GGATCGAAACCTGGCTCTGATATCGACT (construccién 3)
CTCTTAACTTCTCTAC
TLS-1-Rv GGTTATGGGCCCACCACGCTTCCGCTGC | 77
GCCACTCTGATACTAGCATGGCTTAGTG
3 TLS-F TATCAGAGTGGCGCAGCGGAAGCGTGG 77 1199
TGGGCCCA (construccion 1)
GFP-R CGCGCTTCTCGTTGGGGTCTTTGCTCAG | 71
GG
4 TLS-1-Fw GTGGTGGGCCCATAACCCACAGGTCCCA | 75 1273
GGATCGAAACCTGGCTCTGATATCGACT (construccién 3)
CTCTTAACTTCTCTAC
FK261-EGEP-Rv | TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC 61

Tabla 14. Mezcla de reaccion para PCR

Reactivos | Cantidad (1 rxn) | Cantidad (1 rxn)
Para Para
construccién 1 construccion 3
Buffer HF Phusion Green 5X luL 1uL
Mezcla de dNTP 2 mM cada uno 0.2uL 0.2uL
pCR8-DONOR-TLS-F 10 uM 0.5uL
pCR8-DONOR-TLS-R 10 uM 0.5uL
TLS-1-Fw 10 uM 0.5uL
TLS-1-Rv 10 uM 0.5uL
Agua destilada estéril 4.7 uL 4.7 uL
DNA Polimerasa Phusion 0.1uL 0.1uL
DNA templado
pCR8-DONOR-11 = ~10.3 ng/uL (para construccion 1) 2uL
pCR8-DONOR-TLS-6 = ~8.2 ng/uL (para construccion 3) 2 uL
Total 10 uL 10 uL
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Tabla 15. Condiciones de amplificacion para PCR

Etapas | Temperatura/Tiempo Ciclos
Pre-desnaturalizacion 98 °C/3’
Desnaturalizacion 98 °C/30”’
Alineacidn 49-69* °C/30”’ 18X
Extension 72 °C/2.30°
Extension final 72 °C/5° 1

*45.8 y 67 °C temperaturas optimas de alineacion para la construccién 1y 3,
respectivamente

Tabla 16. Mezcla de reaccién LR

Reactivos

Cantidad
Para construccion 1

Cantidad
Para construccion 3

Vector de entrada (50-150 ng)
pCR8-DONOR-TLS-Short-12 linealizado
pCR8-DONOR-TLS-1-OK-1 linealizado

2 uL (~65.5 ng/uL)

1.5 uL (~90 ng/uL)

Vector de destino (150 ng/uL
pB7FWG,0

1.5 uL (~150 ng/uL)

1. 5uL (~150 ng/uL)

Mezcla de enzimas LR Clonase 11 luL luL
Agua destilada estéril - -
Total 45uL 4 uL

Tabla 17. PCR de colonias

Reactivos | Cantidad (1 rxn) Cantidad (1 rxn)
Para construccion 1 Para construccion 3
Buffer HF Phusion Green 5X luL 1uL

Mezcla de dNTP 2 mM cada uno 0.2uL 0.2 uL
TLS-F 0.4 uL
GFP-R 0.4 uL

TLS-1-Fw 10 uM 0.4uL

FK261-EGFP-Rv 10 uM 0.4 uL

Agua destilada estéril 4.7 uL 4.7 uL

DNA Polymerasa DreamTaq 0.1uL 0.1uL

DNA templado luL 1uL

Total 10 uL 10 uL
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El DNA templado provienen de colonias que se colocaron en 20 uL de ddH20 e incubadas

durante 20 minutos a 95 °C.

Tabla 18. Condiciones de amplificacion para PCR

Etapas | Temperatura/Tiempo | Ciclos
Pre-desnaturalizacion 95°C/3’
Desnaturalizacion 95 °C/30”’
Alineacion *65y *61 °C/30”’ 30X
Extension 72°C/1’
Extension final 72 °C/5’ 1

*65 y *61 °C temperaturas de alineacidn para construccion 1y 3,
respectivamente.

5.4.2. Cultivo de las construcciones en AGL1 y agroinfiltraciones de plantas de N.

benthamiana

En primera instancia, un pre-cultivo se inocula con una sola colonia de AGL1 en 2-3 mL de
medio YEB conteniendo los antibi6ticos pertinentes segun la construccion utilizada de la Tabla
12. Seguidamente, se incuba a 28 °C durante la noche a 200 revoluciones por minuto (rpm).
Posteriormente, un cultivo principal de 20 mL de medio YEB conteniendo los antibi6ticos
pertinentes segln la construccion utilizada de la Tabla 12, se inocula con 200 uL del precultivo.
Nuevamente, se incuba a 28 °C durante la noche a 200 rpm. Acto seguido, se centrifuga durante
20 minutos a 2000 x g a 24 °C. Seguidamente, se retira el sobrenadante, se suspende en 20 mL de
medio de agroinfiltracion (Tabla 19) y se incuba a temperatura ambiente (RT) al menos 1 hora a
bajas rpm (para la construccion pPCAMBIA1305.1-CaMV-35S::GUS::TNOS agregar 20 uL de
estradiol a 50 mM para una concentracion final de 50 uM). Posteriormente, la densidad Optica de
600 nm (OD600) del cultivo se ajusta a ~0.35 con el medio de agroinfiltracion. A continuacion,

se llena una jeringa de insulta (sin aguja) con el cultivo (sin burbujas de aire) y cuidadosamente se
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agroinfiltra la superficie abaxial (inferior) de las hojas de N. benthamiana (se debe agroinfiltrar
una tercera parte y no se debe perforar la hoja). Luego, la hojas agroinfiltradas se marcan
colocandoles cuidadosamente una pequefia tira de cinta en el peciolo. Ulteriormente, las plantas
agroinfiltradas se incuban a RT en el laboratorio durante 4 dias (excepto las plantas agroinfiltradas
con la construccion pMDC32-CaMV-35S:-mCherry::TNOS, que se incuban en obscuridad
durante 1-2 dias). Finalmente, a los 4 dias postinfiltracion (dpi), se cortan las hojas agroinfiltradas
(tejido local) y hojas apicales no agroinfiltradas (tejido sistémico), se congelan con nitrégeno (N2)
liquido y se almacenan en el congelador a -80°C para su posterior uso de extraccion de RNA.

De nota, las plantas de N. benthamiana se crecieron en un cuarto de crecimiento con un ciclo
de 16 horas de luz a 26 °C y 8 horas de obscuridad a 24 °C. Asi mismo, 3 0 4 hojas de N.
benthamiana de 2 meses de edad aproximadamente se agroinfiltraron con las diferentes

construcciones (Tabla 12). Las agroinfiltraciones de cada construccion se llevaron a cabo por

triplicado.
Tabla 19. Medio de agroinfiltracion
Reactivos Cantidad
10 mM (stock de 1 M de sulfato magnésic 0 MgSOa) 1mL
10 mM (stock de 0.1 M de hidrato de acido 4- 10 mL

morfolinoetanosulfénico o MES)
150 0 500 uM (stock de 100 mM de Acetosiringona) | 150 uL o 500 uL
Total 100 mL

5.4.3. Extraccion de RNA y analisis de movilidad de CsPP16-1::BM::ScpPP36::SIp322 con
y sin TLS mediante RT-PCR de punto final
Para analizar el movimiento de CsPP16::SIp322 se evalud tejido local (infiltrada) y tejido

sistétmico (no infiltrada) de cada planta de las 6 construcciones méas las plantas sin
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agroinfiltraciones (21 plantas en total). Las muestras de tejido local y tejido sistémico se tomaron
a través de un pool (3 hojas de tejido local o tejido sistémico fueron puestos en un tubo Eppendorf
estéril), lo que da un total de 42 muestras. Posteriormente, las muestras se extrajeron mediante el
método de Logemann et al. (Logemann et al., 1987) modificado. Seguidamente, todas las muestras
se trataron con el sistema comercial TURBO DNA-free de acuerdo con las instrucciones del

fabricante (https://assets.thermofisher.com/TFS-

Assets%2FLSG%2Fmanuals%2F1907M turbodnafree UG.pdf). Finalmente, se realizaron

analisis mediante la técnica de RT-PCR de punto final para determinar la presencia del transgén
de las diferentes construcciones (Tabla 12) en tejido local y sistémico. En la Tabla 20, 21, 22 y
23 se muestra la mezcla de reaccion para la sintesis de cDNA, la mezcla de reaccion para PCR, las

condiciones de amplificacién y los oligonucle6tidos utilizados, respectivamente.

Tabla 20. Mezcla de reaccion para sintesis de cDNA

Reactivos Cantidad (1 rxn)
RNA (~200 ng/uL) 6 uL
FK532-Oligo-dT 10 uM 2 uL
Agua destilada estéril 2 uL
Total 10 uL
5 minutos a 70 °C = 5 minutos en hielo = Spin
Buffer de reaccion de transcriptasa 4 uL
inversa AMV 5X
dNTP mix 2 uL
Inhibidor de la ribonucleasa
RNasin pirofosfato de sodio, 40 mM 1uL
(precalentado a 42 °C)
AMV RT 1uL
Agua destilada estéril 2 uL
Total 10 uL

120 minutos a 42 °C - -20 °C para su posterior uso
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Tabla 21. Mezcla de reaccion para PCR de las 6 construcciones utilizadas

Reactivos Cantidad | Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad
(1 rxn) (1 rxn) (1 rxn) (1 rxn) (1 rxn)
Buffer DreamTag 10X luL luL luL luL luL
dNTP Mix, 2 mM cada uno 0.3uL 0.3uL 0.3uL 0.3uL 0.3uL
CsPP16-ORF-FOR 10 uM 0.4 uL
CsPP16-ORF-REV-nonstop 10 uM 0.4 uL
FK2053-Cas9-RT-FP 0.4uL
FK2054-Cas9-RT-RP 0.4uL
FK1091-FKW170-GUS-F 0.4 uL
FK1092-FKW171-GUS-R 0.4 uL
FK161-mCherry-F1 0.4 uL
FK163-mCherry-R1 0.4 uL
Nb-GAPDH-Fw 0.4 uL
Nb-GAPDH-Rv 0.4 uL
Agua destilada estéril | 5.95 uL 5.95 uL 5.95 uL 5.95 uL 5.95 uL
DreamTag DNA Polymerase | 0.05 uL 0.05uL 0.05uL 0.05uL 0.05uL
DNA templado 2uL 2uL 2uL 2uL 2uL
Total 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL
Tabla 22. Condiciones de amplificacion para PCR
Etapas Temperatura/Tiempo Ciclos
Pre-desnaturalizacion 93°C/3’
Desnaturalizacion 95 °C/30”
Alineacion 60 °C/30”’ 40
Extension 72 °C/2.30°
Extension final 72 °C/5’ 1
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Tabla 23. Oligonuclettidos para PCR del analisis de movilidad de CsPP16::SIp322 con/sin TLS

No. | Nombre Secuencia 5°-3° Tm (°C) | Producto (pb)

1 CsPP16-ORF-FOR ATGGCTATTGGGTTGTTGGAAGTACTTC 61 459
CsPP16-ORF-REV-nonstop | AAAATCACTTTCCTTCCATCCTCCAAAGTC | 61

2 FK2053-Cas9-RT-FP AAGTCCAAGAAGCTCAAGAGC 56 249
FK2054-Cas9-RT-RP GAAGTTCACATACTTGGACGGC 58

3 FK1091-FKW170-GUS-F | CAACAGCTTCCGGACCGCAC 63 428
FK1092-FKW171-GUS-R | GATTGAGCGCGATGACGTCA 59

4 FK161-mCherry-F1 TCCCCTCAGTTCATGTACGG 58 302
FK163-mCherry-R1 TTGATCTCGCCCTTCAGGGC 61

5 Nb-GAPDH-Fw TGACCAAAAATTCGGCATTATCAAG 57 436
Nb-GAPDH-Rv AACCTTAACCATGTCATCTCCC 56
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VI. RESULTADOS

6.1.Analisis estructural y evolutivo de PP16 en especies de Viridiplantae

6.1.1. ldentificacion de proteinas PP16 en Viridiplantae

Los homdlogos de PP16 se identificaron en las bases de datos de genomas de plantas
existentes utilizando CmPP16 de C. maxima como consulta. Las especies de plantas seleccionadas
para el analisis fueron las siguientes: seis algas verdes (cloréfitas), dos embriofitas basales, una
angiosperma basal, cinco monocotiledoneas y veinte dicotiledéneas (Anexo 5). En clorofitas
(algas verdes unicelulares) no se encontraron ortélogos claros de PP16, ya que la identidad global
fue baja (<32%) con la secuencia de consulta. Si bien el alineamiento local de secuencias de
proteinas relacionadas con CmPP16 y PP16 en algas verdes (Anexo 6) reveld la presencia de
proteinas con baja similaridad, estas secuencias se excluyeron del alineamiento mdultiple para el
analisis evolutivo. Dos especies de embriofitas basales (Physcomitrium patens y Selaginella
moellendorffii) se encontraron proteinas con ~33% de identidad con PP16. En la angiosperma
basal Amborella trichopoda se hallaron dos ortélogos de PP16, mientras que las cinco especies de
monocotiledoneas utilizadas en el analisis presentaron de tres a cuatro ort6logos de PP16, excepto
Panicum virgatum, que presenta siete ortélogos PP16. Las veinte especies de genomas de
dicotiledoneas analizadas en este estudio presentan de dos a tres ortélogos de PP16, excepto
Phaseolus vulgaris, Glycine max, Prunus persica, Cucurbita moschata y Cucurbita maxima, que

presentan seis, once, siete, seis y cinco ortélogos de PP16, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Filogenia de Viridiplantae concerniente a la presencia de homologos PP16. El analisis se

llevé a cabo en base a la proteina CmPP16 de C. maxima. A la derecha se muestra el nimero de homélogos

PP16 en cada especie de planta.

6.1.2. Distribucion filogenético de proteinas PP16 en la familia de Viridiplantae

Para determinar la historia evolutiva de los miembros de la familia de proteinas PP16, se
analizaron filogenias basadas en las secuencias completas de 104 proteinas PP16 en 28 especies
de Viridiplantae. Las filogenias se llevaron a cabo utilizando los métodos NJ y ML. En ambos
analisis filogenéticos se obtuvieron dos clados distintos que se denominaron grupo Ay grupo B

(Figura 10). El grupo B esté respaldado con un 59% de la prueba de soporte de Bootstrap con el
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método NJ y un 56% con el método ML. P. patens y S. moellendorffii se posicionaron como
embriofitas basales (rama de color naranja) y se utilizaron como grupos externos. Dos proteinas
de Amborella trichopoda (atr[Amborella_trichopoda_v1.0_scaffold00009.330 y
atrlAmborella_trichopoda v1.0_scaffold00009.331) se posicionaron en el grupo A en ambos
arboles filogenéticos (rama de color amarilla). C. maxima presenta 5 pardlogos de PP16, cuatro
(cmax|Cucurbita_maxima_Q9ZT47.3_PP16-1, cmax|Cucurbita_maxima_AAY96411.1 PP16-2,
cmax|Cucurbita_maxima_XP_022991040.1 PP16-1-like_isoform-X1, y
cmax|Cucurbita_maxima_XP_022992698.1 ERG1-like) se posicionaron en el grupo B (asteriscos
de color negro) y uno (cmax|Cucurbita_maxima_ XP_022996373.1 ERG3-like) en el grupo A
(asterisco de color negro, Figura 10), independientemente del método empleado. EI genoma de C.
sinensis presenta homologos de PP16, dos se posicionaron en el grupo A y uno en el grupo B
(asterisco color azul, Figure 10).

Para determinar las diferencias entre el grupo Ay el grupo B, se analizaron el alineamiento
de multiple de secuencias (MSA) de las 104 secuencias de ortdlogos PP16. El andlisis indica que
en el grupo B presenta dos inserciones marcados barras de color rojo (Figura 11). La insercion 1
consiste en 4 residuos (secuencia consenso: PGSX) y la insercion 2 de 6 residuos (secuencia

consenso: VE(N/K)G(X)(A/SIY).
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Group ®
Figura 10. Andlisis filogenético de la familia de proteinas PP16 en Viridiplantae. NJ muestra el
resultado del andlisis filogenético usando el método de Neighbor-Joining; ML es el resultado del analisis
filogenético usando el método de Maxima Verosimilitud. Se utiliz6 un Bootstrap de 1000 repeticiones.
Ambos analisis muestran resultados comparables. Los grupos A 'y B en ambos arboles se muestran como

franjas de color gris y negro, respectivamente. Los asteriscos de color negro y azul indican PP16 de C. maxima
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(CmPP16) y C. sinensis (CsPP16), respectivamente. Las angiospermas basales se muestran en color amarillo,

las briofitas en naranja, las monocotiledéneas en verde claro y las eudicotiledoneas en verde oscuro.

Insertion 1 Insertion 2

Grou'p B

GI’OL'Ip A

Figura 11. Alineamiento mdltiple de secuencias de 104 proteinas PP16 de diversos taxones de
embriofitas. El color azul oscuro resalta las identidades entre estas proteinas y el azul claro las similitudes. Los

grupos Ay B se muestran en el alineamiento. Las inserciones 1 y 2 del grupo B estan resaltadas en rojo.

6.1.3. Reconstruccion de estado ancestral de ort6logos PP16

Por otro lado, para dilucidar si PP16 en Viridiplantae tiene un origen comun, se realizé una
reconstruccion ancestral. Se obtuvieron tres clados principales: embriofitas basales, grupo A y
grupo B (color rojo, amarillo y verde, respectivamente; Figura 12), lo cual es consistente con los
analisis filogenéticos realizados por los métodos NJ y ML. El clado de embriofitas basales incluye
ortdlogos de P. patens y S. moellendorffii. EI grupo A esta compuesto por cincuenta y dos
ortlogos PP16 e incluye uno de los cinco ortologos CmPP16
(cmax_Cucurbita_maxima_XP_022996373 1 ERG3 like). ElI grupo B estd compuesto por
cuarenta y nueve ortdélogos PP16 e incluye cuatro de los cinco ortélogos CmPP16

(cmax_Cucurbita_maxima_XP_022992698 1 ERGL1 like,
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cmax_Cucurbita_maxima_XP_022991040 1 PP16 1 like isoform_X1,

cmax_Cucurbita_maxima_AAY96411 1 PP16 2 y
cmax_Cucurbita_maxima_Q9ZT47_3 PP16_1). Es posible que uno de los ortologos del clado
embriofita basal (primer nodo ancestral) diera origen al grupo A (segundo nodo ancestral) y

eventualmente al grupo B (tercer nodo ancestral).
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Figura 12. Reconstruccion de ortdlogos ancestrales de PP16 en especies de Viridiplantae. El arbol
ancestral se realiz6 mediante estadisticas Bayesianas utilizando 104 secuencias ortdlogas PP16. El analisis de

los ortdlogos ancestrales de PP16 se realiz6 con el software Mesquite version 3.81.
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6.1.4. Arquitectura de dominio general de las proteinas PP16

Para determinar la arquitectura de motivos/dominios de las proteinas PP16, se realizé un
analisis de motivos/dominios comunes. En primer lugar, se identificaron posibles motivos
comunes en el dominio C2 utilizando las 104 secuencias de las proteinas PP16. En segundo lugar,
se buscaron motivos y dominios adyacentes al dominio C2. En la primer analisis, se obtuvo el
dominio C2 reportado anteriormente y disponible en la base de datos de la Enciclopedia de genes

y genomas de Kioto (https://www.genome.jp/tools/motif/; consultado el 22 de noviembre de

2023). En el Anexo 7 se muestra una lista de los dominios C2 presentes en cada una de las 104
secuencias de proteinas PP16. En el segundo analisis, se obtuvieron dos motivos no redundantes
en la region C-terminal de las proteinas (motivo 1 y motivo 2; Figura 13). Asimismo, el analisis
de la arquitectura de dominio de los grupos Ay B dio como resultado un dominio C2 comun en el
extremo amino C2 y dos motivos comunes en el extremo carboxi-terminal. A pesar de que la
arguitectura de dominio de ambos grupos muestra una gran similitud, existen algunas diferencias.
En el grupo B presenta dos inserciones (insercion 1 e insercion 2, rectangulo de color negro;
Figura 13). La insercion 1 se localiza en el dominio C2 y la insercion 2 se localiza adyacente al

motivo 1.
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Figura 13. Andlisis de MEME y logos que muestran residuos y motivos comunes de los miembros del
grupo Ay B. C2 comprende la mayor parte de la longitud de la proteina. Los motivos 1y 2 solo se encuentran
en PP16, pero no en las proteinas E-SYT de clor6fitas y embriofitas. Las lineas de puntos indican residuos de
aminodacidos conservados. Los rectangulos de color negro indican insercidn 1 e insercion 2, respectivamente.

Las flechas de color negro indican residuos de tirosina () y serina (S), respetivamente.

6.1.5. Analisis estructural de las proteinas PP16 mediante modelado basado en plantillas

La estructura cristalizada de la mayoria de las proteinas PP16 no se ha dilucidado. Sin embargo,
la estructura 3D de la proteina del floema 16-1 de Arabidopsis thaliana (AtPP16-1) se ha obtenido
mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) (Sashi et al., 2018). Por lo tanto,
AtPP16-1 se utiliz6 como modelo plantilla para predecir la estructura de los homologos de PP16
con el servidor AlphaFold2. AtPP16-1 consta principalmente de regiones desordenadas en forma
de espiral aleatoria y cadenas laterales colgantes, a excepcion de tres laminas-f y una hélice-a.
Ademas, las regiones desordenadas N-terminales de AtPP16-1 forman un pequefio I16bulo, que se
conecta a la region proteica restante a través de una hendidura de forma irregular (Sashi et al.,
2018). Los resultados de este analisis mostraron que las estructuras predichas de CmPP16-1,
CmPP16-2, CmPP16-1-like_isoform-X1, Cm_XP_022992698.1 ERG1-like y CsPP16-1 (grupo
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B) estan compuestas por nueve ldminas-f y una hélice-a (Figura 13). De manera similar, las
estructuras predichas de Cm_XP_022996373.1, CsPP16-2 y CsPP16-3 (grupo A) estan
compuestas por ocho ldminas-f y una hélice-a mas corta que las estructuras del grupo B (Figura

14).

\ : -
“"/ Cm_XP 022996373.1 CmPP16-1

‘ (model) CmPP16-2

~ CmPP16-1-like_isoform-X1
Cm_XP_022992698.1
(models)

CsPP16-1
(model)

/" CsPP16-2
CsPP16-3
(models)

Figura 14. Prediccion de estructuras tridimensionales de PP16. Se muestran los modelos de proteinas
representativas de los grupos A 'y B de C. sinensis y C. maxima. Los ndmeros de color rojo 1y 2 de los

modelos de los grupos Ay B indican insercion 1 e insercion 2, respectivamente.
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6.1.6. Las proteinas PP16 estan relacionadas con la familia de proteinas sinaptotagmina
extendida (E-SYT)

Se realizd un analisis mas completo de la secuencia PP16 y su contraparte mas cercana en
clordfitas. Se realiz6 un BLASTp utilizando la secuencia de aminoacidos de CmPP16 como
consulta respecto a las secuencias de proteinas correspondientes en especies de cloréfitas
reportadas en la base de datos de Phytozome v13. Si bien todas las proteinas cloréfitas muestran
similitud con las sinaptotagminas, las cuales participan en la unién de membranas opuestas para
la fusion vesicular (Martens & McMahon, 2008), no todas parecen ser homdlogas funcionales.
Ademas, la localizacién del dominio C2 dentro de las secuencias de clorofitas varia ampliamente.
En algunos casos se encuentra en el extremo-N, mientras que en otros se ubica en el extremo-C o
en la region central (Figura 15).

Interesantemente, el valor de e (e-value) mas significativo (el mas bajo) se observé en C.
reinhardtii (2.58 x 10°°) después de alinear PP16 con sus contrapartes en clordfitas. Sin embargo,
también se encontraron valores similares, generalmente no muy significativos, con otras especies.
La similitud se limité al dominio C2 compartido. Ademas, el tamafio de las contrapartes de PP16
en clorofitas varia entre 268 y 2253 aminoéacidos. En el Gltimo caso, en Botryococcus braunii, la
Unica similitud fue el dominio C2, y esta proteina esta anotada como relacionada con el
movimiento del cloroplasto (por homologia), por lo que su relacién con otras sinaptotagminas no
esta clara.

Ademas, aunque los homdlogos de PP16 en las cloréfitas estan pobremente caracterizados,
parecen pertenecer a la familia extendida de sinaptotagmina (E-SYT), las cuales son proteinas
residentes del reticulo endoplasmico. Las E-SYT participan en el contacto de las membranas en

lugar de fusion y facilitan el intercambio de lipidos entre membranas (Saheki & De Camilli, 2017).
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Las sinaptotagminas de embriofitas mas estrechamente relacionadas con PP16 muestran una
funcion similar (Ruiz-Lopez et al., 2021). Por el contrario, las sinaptotagminas de clorofitas (C.
reinhardtii y V. carteri) muestran similitud restringida al dominio C2 de E-SYT de tamarios
similares (260-280 aminoacidos) en comparacion con secuencias de embriofitas, aunque con
mayor frecuencia con homologos de PP16 en este linaje (no mostrada). De hecho, el transcrito
Cre01.9015500_4532.1, que es el mas similar en términos de e-value a CmPP16, codifica una
proteina similar a E-SYT (por homologia). Su homdlogo méas cercano de Lotus japonicum es
también una proteina similar a la sinaptotagmina.

Sin embargo, las proteinas PP16 muestran e-value similares a otros embriofitas, tanto
monocotiledoneas como dicotileddneas, en las que la similitud también se encuentra restringida al
dominio C2. Curiosamente, se encontraron varias secuencias con un e-value similar en briofitas
(Marchantia polymorpha, Physcomitrium patens, Ceratodon purpureus y Sphagnum phallax),
pero corresponden a homdlogos de PP16, asi como a sinaptotagminas extendidas y proteinas
relacionadas con sinaptotagminas que albergan dominios adicionales, como un dominio similar al
factor de ribosilacion de ADP (ADP-ribosylation factor-like domain). Estos resultados apoyan la
idea de que el gen PP16 en embriofitas se origind a partir de un gen ancestral de sinaptotagmina
extendida en especies pertenecientes al linaje comun de cloréfita y embriofita, y este gen se

mantuvo en esta Gltima.
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Figura 15. Representacion esquematica de la estructura de E-SYT y CmPP16. En el diagrama se
muestran las sinaptotagminas extendidas (E-SYT), las contrapartes méas cercanas de PP16 embriofita de
clordéfitas representativas, y CmPP16 como miembro de esta familia de proteinas. Los rectangulos de color
gris indican la posicion y el tamafio del dominio C2 dentro de la proteina. Los dominios 1y 2 de PP16 estan
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resaltados como cuadros de color verde y rojo, respectivamente. Obsérvese la variacion de tamario de las

proteinas E-SYT en las clordfitas.

6.1.7. Andlisis de presion selectiva de genes PP16

Para detectar si la seleccion positiva del gen PP16 tuvo un impacto en su evolucion, se
realiz6 un analisis de este conjunto de datos utilizando la prueba estadistica no restringida de sitio-
rama de sucursal para diversificacion episodica (BUSTED) en el servidor Datamonkey. EI método
BUSTED nos permite comprobar si un gen ha experimentado seleccion positiva en al menos un
sitio por rama o en todo el arbol filogenético. Por otro lado, para detectar seleccion positiva en
sitios especificos, se utilizaron los métodos del modelo de evolucion de efectos mixtos (MEME)
y de aproximacién bayesiana rapida y no restringida (FUBAR) del servidor Datamonkey. Los
resultados del método BUSTED indican que, segun la prueba de rango de verosimilitud, existe
evidencia de seleccion diversificadora episddica o seleccion diversificadora positiva en el conjunto
de datos analizado, con p igual a 0,000007451

(http://datamonkey.org/busted/652eac01353125059h663a27). Por otro lado, el resultado del

algoritmo MEME indica que existen doce sitios de seleccion episddica positiva/diversificadora (6,
8, 58, 98, 99, 139, 175, 198, 205, 216, 218 y 237) con un umbral de valor p de 0.05 (Figura 16,

fuente de color rojo, http://datamonkey.org/meme/652e7173353125059b6635a1). Ademas, los

resultados del andlisis FUBAR indican que solo hay un sitio de seleccion generalizada
positiva/diversificadora (183) y 128 sitios de seleccion generalizada negativa/purificadora con una
probabilidad posterior de 0,9 (Figura 16, fuente  de  color  azul,

http://datamonkey.org/fubar/652e9572353125059b663956).
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Figura 16. Andlisis de presion selectiva de genes PP16 mediante los métodos MEME y FUBAR. Las
fuentes de color rojo y azul corresponden a los métodos MEME y FUBAR, respectivamente.
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6.2.Caracterizacion de la expresién de genes PP16 en tejidos de la planta de

naranja dulce

Para determinar los niveles de expresion de los genes PP16 (CsPP16-1, CsPP16-2 y
CsPP16-3) en tejidos de la planta de naranja dulce (raiz, tallo, hoja, apice y floema), en primera
instancia, se realiz6 una RT-PCR de punto final, finalmente una RT-PCR cuantitativa. El gen
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) se utiliz6 como control enddgeno constitutivo
en ambas técnicas. Los resultados de la RT-PCR de punto final indican presencia de mRNA de
CsPP16-1y CsPP16-3 en los cinco tejidos analizados (raiz, tallo, hoja, apice y savia de floema).
Sin embargo, el mMRNA de CsPP16-2 no se detectd en los ninguno de los tejidos analizados
(Figura 17). De igual manera, el andlisis de la acumulacion de mRNA mediante RT-qPCR de los
tres genes de CsPP16 en los diferentes tejidos indica que los niveles de expresion de CsPP16-1 en
diferentes tejidos fue mayor en comparacion con los niveles de transcripcion de CsPP16-3 (Figura
18). Especificamente, los niveles de transcripcion de CsPP16-1 en orden descendiente fue raiz,
hoja, savia del floema, apice y tallo. De manera similar, los niveles de expresion de CsPP16-3 en
orden descendente fueron en raiz, floema, tallo, apice y hoja. Por otro lado, los niveles de expresion
de CsPP16-2 en los cinco tejidos analizados fue cercana a cero, lo cual es congruente con los

resultados de la RT-PCR de punto final (Figura 17).
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Figura 17. RT-PCR de punto final de genes PP16 en diferentes tejidos de la planta de naranja dulce. En
el lado izquierdo se muestra los 3 genes PP16 de naranja dulce y el gen Gliceraldehido 3-Fosfato
Deshidrogenasa (GADPH) como control enddgeno constitutivo. En la parte superior se muestra las cinco
muestras analizadas en el estudio: raiz, tallo, hoja, apice y savia de floema. + indica control positivo y NTC

como control sin molde.

RT-gPCR de genes PP16 de naranja dulce

M Raiz
B Hoja

0a M Savia de floema
0 m Apice
) m Tallo

CsPP16-1 CsPP16-2 CSPP16-3-E4

Expresion normalizada

Figura 18. RT-PCR en tiempo real de los genes de PP16 en diferentes tejidos de la planta de naranja
dulce. En el eje Y se muestra la expresion normalizada de los genes PP16 de naranja dulce. En el eje X se
muestra los tres genes PP16 de naranja dulce: CsPP16-1, CsPP16-2 y CsPP16-3. En el lado derecho se
muestra las cinco muestras analizadas: raiz, tallo, hoja, apice y savia de floema. En las barras se muestra las

barras de error.

66



6.3.0btencién de plantas de naranja dulce que expresen la fusiébn CsPP16-

1::BM:ScpPP36::SIp322 en el tejido vascular

De los ~1000 explantes transformados mediante biolistica (6 lotes de ~150 explantes), 150
se analizaron mediante PCR para la determinacion del DNA molde. Asimismo, dos microinjertos
(naranja dulce) C. sinensis en el portainjerto naranja agria (Citrus aurantium) (Figura 19) se
analizaron mediante PCR multiple y RT-PCR de punto final para la determinacion de la presencia
y expresion del DNA molde, respectivamente. Los resultados de la PCR indican presencia del
transgén en todos los explantes (excepto en uno) y pools analizados (Figura 20). Sin embargo, los
resultados de las digestiones mediante la enzima T7 endonucleasa I (T7EI) indica ausencia de la
edicion de CsPP16-1 tanto en la region 5° como en la 3°. En la Figura 21 se muestra el resultado
de la digestion con T7 endonucleasa I para la region 5° de CsPP16-1 de explantes transformados
y planta silvestre. Asi mismo, la PCR multiple indica la presencia del DNA molde y Cas9 en los
dos microinjertos. Sin embargo, no se detecto la presencia del DNA molde en el locus CsPP16-1
analizado mediante un oligonucledtido rio abajo de CsPP16-1 y un oligonucleétido en el DNA
molde (Figura 22). Asi mismo, el resultado de la secuenciaciéon Sanger indica ausencia de la
edicion del locus CsPP16-1 en los dos microinjertos. En la Figura 23 se muestra el resultado de
la secuenciacion Sanger para la region 5° de CsPP16-1 de dos microinjertos y una planta silvestre.
Por otra parte, la RT-PCR de punto final indica la expresion del DNA molde y Cas9 en los dos

microinjertos (Figura 24).
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Figura 19. Dos microinjertos de naranja dulce (provenientes de explantes transformados por biolistica)
en el portainjerto C. aurantium.

Explantes transformadas
PCR - Platinum Taq DNA Polymerase
SLP322-ORF / Bra3’CsPP16-R
62 °C / 35 ciclos
Individuales
1Kb+ 153 156 171 172 173 175 176 177 179 181 182 321 323

9 pCR8+ WT- 1Kb+

Figura 20. Perfil electroforético de la PCR de explantes transformados mediante el método de biolistica.
1 Kb+ indica el marcador 1 Kb Plus DNA Ladder de Invitrogen. Los nimeros del 153 al 347 y del 1 al 9
indican individuales y pools (compuesto de ~5 explantes) de explantes transformados mediante el método de
biolistica. pCR8 indica DNA plasmidico como control positivo. WT indica una planta silvestre como control

negativo. Las bandas de 629 pares de bases (pb) corresponde a lo esperado en los individuales y pools de
explantes, respectivamente.
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Figura 21. Perfil electroforético de la T7EI para el analisis de edicion de la region 5> de CsPP16-1 en
explantes. 1 Kb+ indica el marcador 1 Kb Plus DNA Ladder de Invitrogen. Los nombres Pool-1/2+WT, Pool-
3/4/5, Pool-6/7 y WT+WT indican explantes transformadas por biolistica y plantes tipo silvestre,
respectivamente. No se observaron bandas esperadas de 622 y 85 pares de bases que indiquen la edicion en
laregion 5’ del locus CsPP16-1.

Microinjertos
PCR-multiplex - Platinum-Tag DNA Polymerase
PromCsPP16-755pb-F / SLP322-ORF-R
CsPP16-ORF-FOR / SLP322-ORF-R
ZCas9-F /| ZCas9-R
63 °C /35 ciclos
1 Kb+ Cs+1-1 Cs+1-2 Cs+2-1 Cs+2-2 Cs+2-3 328+ pCR8 pBUN WT1

Figura 22. Perfil electroforético de la PCR multiple para el analisis de edicion de locus CsPP16-1 en

dos microinjertos. 1 Kb+ indica el marcador 1 Kb Plus DNA Ladder de Invitrogen. Los nombres Cs+1-1,
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Cst+1-2 y Cs+2-1, Cs+2-1 y Cs+2-1 indican dos y tres hojas distintos de dos microinjertos. 328+ indica un
explante como control positivo. pCR8 y pBUN indica DNA plasmidico como controles positivos. NTC
indica control sin templado. Las bandas de 723 y 430 pb corresponden a las amplificaciones esperadas para
el DNA molde y Cas9, respectivamente en los dos microinjertos. No se observaron bandas de 2336 pb que

corresponde a amplificaciones esperadas del DNA molde integrado en el locus CsPP16-1.

CCTCGAAC GGiT.G»GG'GG'Wr-C’G‘C“vG"vGr‘CTTTGGr‘GGi‘T GG AAGGAAAGTGATTTT

Candidato-1 , 1 ,. . i N\ Mo

t‘l v Q’ \f\L/‘il.‘
((‘,l\'.G‘“-(GG' ("i(‘G TGG/ ACTGACAGAGACTTTGG AGG ATGG / GAAAGT GATTTTY
Candidato-4
Wy \ M\/\/\ I /\M\/\/\
w\ ;mf\ TV N\ AV
ACAGGTCGAGGTGGA ACTGACAGAGACTTTGGAGG A ‘GG'I|17

T ol A AAMAAAAS g

Figura 23. Andlisis de la edicidon de la region 5° de CsPP16-1 en dos microinjertos mediante

secuenciacion Sanger. No se observan cambios (parte sombreada en color azul) en los nucledtidos de laregion
5’ de CsPP16-1 del Candidato 1y 4 en comparacién a una planta silvestre (WT).

Microinjertos
PCR-muiltiplex -Platinum Taq DNA Polymerase
CsPP16-ORF-FOR / SLP322-ORF-R
ZCas9-F / ZCas9-R
63 °C / 35 ciclos
RT-MLV-MM4 - SMAGGG / dTGAGA DNA RNA
1Kb+ Cs+1-1 Cs+1-2 Cs+2-1 Cs+2-2 Cs+2-3 pCR8 pBUN Csi-4-2 Cs+2-2

—- — P—
~—

Figura 24. Perfil electroforético de la RT-PCR de punto final en dos microinjertos. 1 Kb+ indica el
marcador 1 Kb Plus DNA Ladder de Invitrogen. Los nombres Cs+1-1, Cs+1-2 y Cs+2-1, Cs+2-1y Cs+2-1
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indican dos y tres hojas distintos de dos microinjertos. pPCR8 y pBUN indica DNA plasmidico como controles
positivos. Csi-4-2 indica DNA de una planta no transformada y Cs+2-2 indica RNA de una hoja del
microinjerto 2. NTC indica control sin templado. Las bandas de 723 y 430 pb corresponden a las

amplificaciones esperadas para el DNA molde y Cas9, respectivamente en los dos microinjertos.

6.4.Analisis del transporte de CsPP16-1::BM::ScpPP36::SIp322 con y sin TLS

mediante agroinfiltraciones en plantas de Nicotiana benthamiana

El anélisis de movilidad de CsPP16-1:SIp322 con y sin TLS mediante agroinfiltraciones
en plantas de N. benthamiana revela los siguientes resultados. Para la construccion CsPP16-
1::BM::ScpPP36::SIp322::TLS-S, CsPP16-1::BM::ScpPP36::SIp322 y CsPP16-
1::BM::ScpPP36::SIp322::TLS-1 no se observo amplificacion del gen CsPP16-1 tanto en tejido
local como sistémico de las nueve diferentes plantas analizadas, excepto en la muestra 17 de tejido
sistémico de la planta nueve (Figura 25). Para la construccion Cas9/gRNA-TLS-1 se observd
amplificacion del gen Cas9 tanto en tejido local como sistémico de las tres plantas analizadas. Para
la construccion GUS-TLS-1 no se observo amplificacion tanto en tejido local como sistémico de
las dos plantas analizadas. De manera similar, para el control endégeno constitutivo (GAPDH)
solo se observé amplificacion en trece muestras (algunos en tejido local y otras en tejido sistémico)

de las 34 muestras analizadas (17 plantas).
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CsPP16-1::SIp322::TLS-S CsPP16-1::SIp322 CsPP16-1::SIp322::TLS-1  Cas9/gRNA-TLS-1
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Figura 25. Perfil electroforético de la RT-PCR de punto final del analisis de
CsPP16::BM::ScpPP36::SIp322::TLS-1 en plantas de N. benthamiana. 1 Kb Plus DNA Ladder indica el
marcador 1 Kb de Invitrogen. CsPP16-1::BM::ScpPP36::SIp322-TLS-S, CsPP16-1::BM::ScpPP36::SIp322
y CsPP16-1::BM::ScpPP36::SIp322-TLS-1 indica los construcciones con TLS-Short, sin TLS y con TLS-1
para el andlisis de movilidad. Cas9/gRNA-TLS-1 y GUS-TLS-1 como controles positivos de movilidad.
mCherry como control de agroinfiltracion en plantas de N. benthamiana. GADPH indica control endogeno

constitutivo.
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VIl. DISCUSION

CmPP16 es una RBP de 16 kDa que se acumula en el complejo célula acompafante-
elemento criboso (CC-SE) de las angiospermas (Lucas et al., 2013; Xoconostle-Cazares et al.,
1999). La evidencia sugiere que se une a ciertos mMARN preferentemente en el CC y se mueve
hacia el SE a través de los plasmodesmos, interconectando ambos tipos de células, junto con el
MARN unido al SE para el transporte por el floema (Ham et al., 2009; Xoconostle-Céazares et al.,
1999). La evidencia experimental respalda diversas funciones de PP16 en plantas, incluido el
movimiento de célula a célulay la unién de ARN no especifica (Xoconostle-Cazares et al., 1999).
Algunas de estas funciones han sido corroboradas en A. thaliana (Sashi et al., 2018). De igual
forma, CmPP16 participa en la interaccion con los plasmodesmos aumentando el limite de
exclusion por tamario y facilitar su propio transporte celular, asi como dirigir selectivamente los
ARN enddgenos al brote y/o a la raiz a través de un complejo o interacciones proteina-proteina
(Aoki et al., 2005; Ham et al., 2012; Pallas & Gémez, 2013). Agregando a lo anterior, PP16 actla
como un sensor redox en el floema extrafascicular de las cucurbitaceas y un gen que responde a
las heridas. Es susceptible a las modificaciones del 6xido nitrico (NO) y participa en la sefializacién
redox inducida por el estrés (Gaupels et al., 2016). Estas interacciones con el NO pueden explicar
los fenotipos tolerantes a la sequia, como el aumento de las tasas fotosintéticas en plantas que
sobreexpresan en condiciones de sequia (Ramirez-Ortega et al., 2014). Ademaés, PP16 se ha
descrito recientemente como una herramienta valiosa que puede fusionarse traduccionalmente con
péptidos antimicrobianos para dirigirse selectivamente al floema, combatiendo enfermedades
dentro del sistema vascular (Calderén-Pérez et al., 2022; Guerra-Lupian et al., 2018).

Los mecanismos moleculares y los factores reguladores que gobiernan la expresion de

PP16 siguen siendo poco conocidos. Por tanto, es fundamental investigar la expresion de este gen
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en condiciones de estrés y etapas de desarrollo. Comprender la regulacion de la expresion de PP16
puede proporcionar informacion valiosa sobre su papel potencial en diferentes procesos
bioldgicos. Mientras tanto, los ensayos de movilidad de injertos en especies no cucurbitaceas
pueden proporcionar informacion sobre las capacidades de movimiento de larga distancia de PP16
en un contexto evolutivo mas amplio, asi como la expresion heteréloga de estos genes en clordfitas,
que no los albergan.

Sin embargo, existe escasa informacion sobre el origen evolutivo de PP16, asi como sobre
sus funciones en otras plantas vasculares (por ejemplo, aquellas en las que la carga del floema es
apoplastica mas que simplasmica) y no vasculares. Pocos estudios se han centrado en PP16
utilizando herramientas bioinformaticas (Athanasiadou et al., 2005; Martinez-Navarro et al., 2013;
Xoconostle-Cazares et al., 1999). En este trabajo doctoral se llevaron a cabo andlisis filogenéticos
y estructurales de homologos de PP16 en diferentes linajes de plantas para comprender mejor su
evolucion y funciones. La identificacion de ort6logos de PP16 utilizando BLAST en la base de
datos Phytozome v13 indica que existe al menos dos homdlogos en diferentes taxones (dos en
embriofitas basales, dos en angiospermas basales, de tres a cuatro en monocotiledéneas y de dos a
tres en dicotileddneas) en 28 especies. El elevado niumero de homoélogos de PP16 en ciertas
especies como P. vulgaris, G. max, P. virgatum y P. persica (Figura 9) puede haber sido el
resultado de eventos de duplicacién del genoma completo, poliploidizacion o reordenamientos
intercromosémicos (Montero-Pau et al., 2018; Schmutz et al., 2014; Stupar & Specht, 2013; Verde
etal., 2013). Ademas, los homoblogos de PP16 estan presentes sélo en embriofitas
(especificamente, aquellos que albergan tejido de floema diferenciado), como A. trichopoda,

monocotiledoneas y dicotiledoneas.
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En particular, una busqueda BLAST de secuencias de proteinas o ADN similares a PP16
en gimnospermas arrojo resultados solo en Ginkgo biloba; sin embargo, se identificaron
homologos de E-SYT en la especie anterior y en Picea abies. Esto podria deberse a una cobertura
incompleta de estos genomas.

Probablemente se establecio por primera vez un homologo PP16 en una especie hermana
de A. trichopoda, que se considera una especie basal de plantas con flores o angiospermas, una vez
que el tejido vascular evoluciono y finalmente adquirio la funcién de transporte de ARN del floema
(Xoconostle-Cazares et al., 1999). Sin embargo, el dominio C2 de los ortélogos PP16 esta presente
en la mayoria de los sistemas vivos, desde eubacterias hasta eucariontes (Farah & Sossin, 2012).
Por lo tanto, es posible que los genes PP16 se deriven de un gen mas grande en el ancestro comun
de las clorofitas y las plantas multicelulares que incluye un dominio C2. De hecho, el analisis
presentado aqui respalda esta nocion. EI gen ancestral se duplicé (posiblemente de manera parcial)
para dar lugar a PP16 y otro gen, este Gltimo con una funcion similar a la de las clorofitas. Los
homologos més cercanos de estas proteinas en los embriofitas son las proteinas E-SYT de
diferentes longitudes, pero suelen ser mas pequefias que las proteinas E-SYT de las clorofitas. Las
deleciones/inserciones, reordenamientos de exones/intrones o combinaciones de modulos
proteicos podrian explicar el origen de los ortélogos PP16 con el dominio C2 (Rizo & Sudhof,
1998). Ademas, PP16 alberga un dominio de union a membrana C2 que puede ser importante para
su funcion.

Las 104 secuencias peptidicas PP16 utilizadas en este estudio (excluyendo las secuencias
de proteinas de seis especies de algas verdes) se pueden clasificar como A y B en un arbol
filogenético creado mediante los métodos NJ y ML (Figura 10). Al analizar la alineacion de

secuencias multiples, sugerimos que el grupo B se origind a partir del grupo A por un evento de
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duplicacion. Las inserciones 1y 2 (Figura 11), localizadas entre el dominio C2 y el motivo 1 del
grupo B de los ortélogos PP16, respaldan esta nocion. Ademas, los homologos de PP16 de
embriofitas basales (P. patens, S. moellendorffii y A. trichopoda; grupo A) (Figura 10 y Figura
11) carecen de estas inserciones, lo que sugiere ademas que los ortélogos del grupo B son producto
de la duplicacion de miembros del grupo A. De manera similar, esta inferencia filogenética puede
respaldarse mediante el analisis de ascendencia (Figura 12). Uno de los ortélogos del clado
embriofita basal (primer nodo ancestral) pudo haber dado origen al grupo A (segundo nodo
ancestral) y eventualmente al grupo B (tercer nodo ancestral).

El andlisis de la arquitectura del dominio de las proteinas PP16 realizado por MEME y
Jalview revela caracteristicas basicas en ambos grupos (A y B). Ambos contienen un dominio C2
en el extremo C y dos motivos distintivos (motivo 1 y motivo 2) en el extremo N (Figura 13). La
evidencia sugiere que la insercién 1 del grupo B, especificamente el residuo de serina, y el residuo
de tirosina adyacente a la insercidn 1 son criticos para modificaciones postraduccionales como la
glicosilacién y la fosforilacion, respectivamente. De hecho, estos residuos son fundamentales para
el movimiento célula a célula y su interaccion con la proteina 1 de la via autonoma no celular de
Nicotiana tabacum (Nt-NCAPP1) (Taoka et al., 2007).

El analisis de la estructura 3D en AlphaFold2 indica que los modelos de C. maxima 'y C.
sinensis (CmPP16-1, CmPP16-2, CmPP16-1-like_isoform-X1, Cm_XP_022992698.1 y CsPP16-
1del grupo B;y Cm_XP_022996373.1, CsPP16-2 y CsPP16-3 del grupo A) difieren de la plantilla
AtPP16-1 (Sashi et al., 2018). Los modelos de proteinas de los grupos A (Cm_XP_022996373.1,
CsPP16-2 y CsPP16-3) y B (CmPP16-1, CmPP16-2, CmPP16-1-like_isoform-X1,
Cm_XP_022992698.1 ERG1-like y CsPP16-) contienen nueve laminas-f y ocho laminas-f

(Figura 14), respectivamente, en comparacion con la plantilla AtPP16-1, que contiene tres
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laminas-PB. La complejidad estructural de AtPP16-1 y las distorsiones de la sefial debido a la alta
sensibilidad al movimiento en la técnica de RMN pueden explicar las diferencias observadas entre
la plantilla y nuestros modelos (Y. Hu et al., 2021). Considerando que la informacién estructural
disponible de PP16 se determind con resolucidn espectral limitada (lo que puede afectar la
precision de la asignacién de resonancia y la determinacion de estructuras secundarias), es
necesario caracterizar PP16 con herramientas adicionales como RMN multidimensional,
espectrometria de masas de alta resolucion y resonancia paramagnética electronica. La
espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier de alta resolucion, la espectroscopia Raman
de alta resolucion e incluso la microscopia crioelectronica podrian permitir una estructura mas
confiable.

Ademas, el servidor PREDCITER indica que las regiones intrinsecamente desordenadas
de la mayoria de los modelos del grupo A y B estan contenidas, principalmente, en los extremos
amino y carboxi, lo que concuerda con los resultados reportados anteriormente (Sashi et al., 2018).

Por otro lado, las inserciones 1y 2 afectan el tamafio de la hélice-a en la estructura 3D de
los modelos Cm_XP_022996373.1 ERG3, CsPP16-2 y CsPP16-3 (grupo A), respectivamente.
Sin embargo, no se ha determinado que estas inserciones, o en cualquier caso las eliminaciones,
afecten la funcion de PP16. Sin embargo, seran necesarios analisis posteriores mediante resonancia
magnética nuclear, cristalografia de rayos X y acoplamiento molecular para algunos de los
modelos obtenidos de C. maxima y C. sinensis para dilucidar sus caracteristicas estructurales y
funcionales.

El analisis de presion selectiva de los genes PP16 con MEME indica que dos de los doce
sitios de seleccion episddica positiva/diversificadora (6 y 175) y un sitio de seleccion generalizada

positiva/diversificadora obtenidos con FUBAR (183) son falsos positivos (Figura 16). Esta
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inferencia errénea de los métodos MEME y FUBAR puede explicarse por un error relacionado
con el desalineamiento del alineador CLUSTAL (Markova-Raina & Petrov, 2011). Los sitios
restantes revelados por MEME (8, 58, 98, 99, 139, 198, 205, 216, 218 y 237) han experimentado
una seleccién episddica positiva/diversificadora. La duplicacion de genes PP16 con mutaciones
nocivas acumuladas y residuos con potencial adaptativo evolutivo (especificamente para los sitios
58, 98, 139, 198, 205 y 237) podria explicar la evidencia de seleccion episddica
positiva/diversificadora. Sin embargo, los resultados del analisis FUBAR revelan 128 sitios bajo
seleccidn generalizada negativa/purificadora (incluidas las posiciones 6, 8, 58, 99, 216 y 218 del
método MEME). El signo de seleccion generalizada negativa/purificadora sugiere su importancia
funcional, asi como la conservacion del dominio C2, motivo 1 y motivo 2 en los genes PP16
(Couch et al., 2006). La posicion 78 corresponde a la tirosina (UAU/UAC), un residuo critico para
la fosforilacidn, asi como para la interaccion con la proteina 1 de la via auténoma no celular de N.
tabacum (Nt-NCAPP1) (Taoka etal., 2007), que es uno de los 128 sitios bajo seleccién
negativa/purificadora generalizada. De hecho, investigar el origen evolutivo del dominio C2 de
PP16, considerando su presencia en otros taxones, seria Gtil para comprender las funciones del
dominio en un contexto taxondmico mas amplio.

Por otra parte, el andlisis de la acumulacion de los mMRNAs de genes PP16 en cinco tejidos
distintos de naranja dulce a través de la RT-gPCR demostr6 que CsPP16-1 se acumula a mayores
niveles en el floema en comparacion a CsPP16-2 y CsPP16-3 (Figura 18). En consecuencia,
CsPP16-1 es el gen méas adecuado para la edicion genémica a través de CRISPR/Cas9, que es el
objetivo general de este trabajo. Los niveles de acumulacion del mRNA de CsPP16-1 en orden
descendente fueron raiz, seguido de hoja, savia de floema, apice y tallo, lo cual es inconsistente

con un estudio previo del grupo de trabajo (Calderon-Pérez et al., 2022). No obstante, la etapa
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(~dos afios), las condiciones de crecimiento (~30 °C en invernadero) y los requerimientos
fisiolégicos de la planta utilizadas en este estudio pueden explicar la diferencia de la acumulacién
del mRNA de CsPP16-1 con respecto al estudio previo (Calderon-Pérez et al., 2022). Para los
genes CsPP16-2 y CsPP16-3 es el primer estudio realizado en relacion con la acumulacion de sus
MRNAs. De manera que los bajos niveles de acumulacién de los transcritos CsPP16-2 y CsPP16-
3 pueden ser contrastados con experimentos utilizando diferentes etapas de la planta de naranja
dulce.

Con respecto a la obtencion de plantas de naranja dulce que expresen la fusion de CsPP16-
1::BM::ScpPP36::SIp322 (DNA molde) en el tejido vascular, los resultados de la PCR y PCR
multiple indica que el DNA molde esta presente explantes y en los dos microinjertos obtenidos
(Figura 20y 22). Asi mismo, los resultados de la RT-PCR de punto final indica que el DNA molde
tiene expresion en los dos microinjertos (Figura 24). No obstante, el DNA molde no esta presente
en el locus CsPP16-1 de acuerdo con los resultados de T7 endonucleasa I, PCR multiple y
secuenciacion Sanger (Figura 21, 22 y 23). La insercién aleatoria del DNA molde de multiples
roturas producto de bombardeo de particulas de oro o tungsteno del método de biolistica (W. Guo
etal., 2023; J. Liu et al., 2019), el efecto de off-target o ruptura del DNA fuera del objetivo (C.
Guo et al., 2023; Mengstie et al., 2024), la eficiencia y especificidad de los SRNAs (Konstantakos
etal., 2022; Wang et al., 2023), la baja frecuencia de recombinacion homdloga nativa (HR) en
plantas pueden explicar la ausencia de la insercion del DNA molde en el locus especifico de
CsPP16-1.

Finalmente, el analisis del movilidad de CsPP16-1::BM::ScpPP36::SIp322 cony sin TLS
mediante agro infiltraciones en plantas de N. benthamiana arrojé resultados inconsistentes. En

primera instancia, no se obtuvieron bandas en el perfil electroforético del control endégeno
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constitutivo GAPDH en 20 de las 34 muestras (17 muestras de tejido local y 17 muestra tejido
sistémico) de las 17 plantas de N. benthamiana analizadas (Figura 25). Por consiguiente, este
experimento debe ser repetido para tener un resultado consistente y discutible con trabajos

relacionados (Thieme et al., 2015; J. Zhang et al., 2024).
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VIIl. CONCLUSIONES

En relacion con el objetivo 1, mediante la herramienta de BLAST de la base de datos de
Phytozome v13 se recuperaron 107 secuencias ortélogos de la proteina CmPP16. El analisis de los
arboles filogenéticos creados mediante el método de Neighbor-Joining (NJ) y Maxima
Verosimilitud (ML) revela que hay grupos de genes PP16 (A y B). Asi mismo, el anélisis de la
arquitectura de dominios/motivos mediante el programa MEME Suite revela un dominio C2 en la
parte carboxi-terminal y dos motivos (1 y 2) en el amino-terminal. El analisis de la estructura
tridimensional con el servidor AlphaFold2 indica que las proteinas PP16 estdn compuestas
mayormente por laminas-fB. De igual manera, el analisis evolutivo indica que las PP16 pudieron
haber surgido de la familia extendida de sinaptotagmina (E-SYT). Finalmente, el analisis de
presion selectiva revela que los genes PP16 estan bajo seleccion generalizada
negativa/purificadora.

Con respecto al objetivo 2, el resultado de la RT-gPCR de los tres genes CsPP16 indica que
CsPP16-1 presenta una mayor acumulacion de mRNA en la muestra de savia de floema, seguido
de CsPP16-3. CsPP16-2 presenta una acumulacion de mRNA con valores cercanos a cero.

En lo concerniente al objetivo 3, a través de método de biolistica y el sistema de
CRISPR/Cas9 no se logré obtener una planta editada de naranja dulce con el DNA molde
(5’UTR::CsPP16-1-ORF::BM::Sip322::3’UTR) en el locus CsPP16-1. No obstante, se logro
obtener explantes y dos microinjertos (no lograron sobrevivir en condiciones de invernadero) con
el DNA molde.

Finalmente, en cuanto al objetivo especifico 4, el resultado de la RT-PCR de punto final del
analisis de movilidad de CsPP16-1::SIp322 con y sin TLS en plantas de N. benthamiana fueron

inconsistentes, por lo que es necesario repetir el experimento.
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IX. PERSPECTIVAS

Dado que los dos microinjertos con DNA molde no lograron sobrevivir en condiciones de
invernadero, es necesario transformar mas explantes de naranja dulce mediante el bombardeo de
particulas cubiertas con DNA molde linealizado (puede ser obtenido mediante PCR o con enzimas
de restriccion).

Por otra parte, seria interesante analizar los requerimientos estructurales involucrados en la
movilidad a corta o larga distancia de RNAs y proteinas de CsPP16-1, CmPP16-1 o AtPP16-1.
Estos andlisis pueden ser llevado a cabo en plantas de N. benthamiana, injertos en Arabidopsis
thaliana o heteroinjertos entre calabaza y pepino.

Similarmente, dado que los resultados del analisis de movilidad de CsPP16-
1::BM::ScpPP36::SIp322 con y sin la secuencia similar a la tRNA (TLS) fueron inconsistentes,
es necesario repetir agregando algunas modificaciones en las construcciones, por ejemplo
utilizando un promotor de 1000 pares de bases (pCsi-1000-pb) en vez de 463 pb para el gen
CsPP16 y/o utilizar el p35S constitutivo.

Finalmente, seria fascinante analizar los residuos de aminoacidos del dominio-C2 de

CmPP16-1y E-SYT con participacion intrinseca en la union a RNA (en marcha).
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XIl.  ANEXOS

Anexo 1. Resultado de la secuenciacién del DNA molde en el vector pCR8. En color azul, verde,
naranja, violeta, gris y rojo indica la region 5’UTR de CsPP16-1, el marco de abierto de CsPP16-
1, una bisagra molecular, el sitio de corte de la proteasa PP36, la defensina SIp322 y la region

3’UTR de CsPP16-1, respectivamente.

TGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTAC
AAAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCCTTGAAGCCAATATGGCGTGAAGCCGAATGAGGCCACTATATAT
ATTACATATGTTACGTTTACGAAAGGTAGAGGGAAGGATTAAATGATAATGAGTTTATTGATTATATA
ATGTAACCACATTTATGTATTTATTTATGTATGAGGAATTAACGCACGAATTGAGTTGGCAAATAAGGT
GATCTTTCGCTGTTCATTCGTATTAGTATAATAATTAGTGAATAAAGAACAATAATATTGACTGAGTAG
AGGTCATTGGTCGTTGCATCATCAGATTCAACCCAACCACGGCAGGTAAATGTGAATGTAATACCGTT
GATTGATTCAAGCCAAGACAGAGAAGAGAGTCGGAAGACTCTTCCTTCCTTTGATTTGAATTTCAAAG
GCCAAAAAGTATCTGTCTGTCTGTCTGTCTCTCTCTCTCAGTTTGAAAAGTGAAAAGTGAAAAGTGAA
AGCTTTGGCTTAGCTGAGGAAGAAGATGCTTATTGGGTTGTTGGAAGTACTTCTTGAGAGTGCTAAAG
GTCTTGCCAACACCGATTTCTTAGGTAATATTGATCCCTATGTTATAATACAATACAAAGCCCAAGAGC
GCACAAGCAGCGTGGCTCAAGGTCGTGGTGGGAGTTGGACATGGAATGAAAGATTCACCTTCAGGGT
GGAGTATCCAGGGTCTGGTGGCCAGTACAAGCTCATTCTCAAAATCATGGACAAGGATACCTTTACTA
AGGATGACTTCCTTGGTGAAGCCACAATCTATGTGGAGGATCTTTTGGCACAAGGAATGGAGAATGGA
ACTGCTGAACTACATTCTCGCAAATATAGTGTAGTTCAAGCTGATGGAACTTACTTTGGAGAGATTCA
AGTTGGTCTGAGTATGACCCACAAGGTCGAGGTGGAAACTGACAGAGACTTTGGAGGATGGAAGGAA
AGTGATTTTCTTAGCGGICETCGTCGCTAGCGCTGCTGCTGAJATGGGTCCAACTAGAATTGTTGAGGCT
AGACATTGTGAGTCTTTGAGCCATAGGTTCAAGGGACCATGTGTTAGCGATAAGAATTGTGCTTCTGTT
TGCGAGACTGAAAGATTTTCTGGTGGTAATTGCAGGGGATTCAGGAGGAGGTGCTTTTGCACTAAGCC
ATGCTAGCTCTCTTAACTTCTCTACAAGTTCAGATGCTTGAATTAGTTGTGAATCTGAAGAATGCTATG
CAACTCTTCTGTTGTTGATCTAAAATCAATAAAGTTTGCAATTTTGTGCAGAGATCCCTGAATCTCTTA
CGTGCCTATATCATCTATGATCTATGTCAAGAAAACTGAAATGCATTTGCCTGTATAATGTGCAATGAA
TCTTTTTTGTGATTGCATATATGATGTCCCCCTCCCTGTACAAACTCACCTTACGTTGGGAACTGTTAAA
CCAATGATATAAAATCACCTATGATAATCTTGTCATCGCCAAGGCTTTTTCATTATCGAAAATGACTAA
TATATATAATTTTTTTTCCTCGAGTGTGTGTTTAAATTTTAATTAGAAATGGTCCAAAATGGACATTAG
GGATTATTAAATTGTCGATTCTGAAACGCTGCACATGCTCTGTTGCAAGGGCGAATTCGACCCAGCTTT
CTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAATAATTGCTCATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCA
GTCAAAATAAAATCATTATT
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Anexo 2. Resultado de la secuenciacion de los sgRNA en el vector pPBUN4UG6SM. En color gris
y amarillo indica la secuencia de sgRNA-2 y sgRNA-5, respectivamente. En color verde, azul y

rojo indica la secuencia de promotor U6, sgRNA scaffold y terminador U6, respectivamente.

ATAAATATTGCTCCGCCATAGCTATTGGTTTATCTCATCGGAACTGCAAAACTCAACTAACTGAAAAGT
ACAAAACCACTGAATCATATTATTTGAGATTTTTTTTAGGTCAAATTTTAGGTTTCAGTTACAGAAAAC
GAAGAGAAAACCCCAGAAATTGAACGCCGAAGAACAGAGGAAGAAGAAATCGATCTGGAAAATTTT
GCAAAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCT
ATTTCTAGCTCTAAAACCCAAAGTCTCTGTCAGTTTCCAATCACTACTTCGACTCTAGCTGTATATAAA
CTCAGCTTCGTTTTCTTATCTAAGCGATGTGGGACTTTTGAAGATTGTTTTCAACTTAAATGGGCCTATA
TAAGAAATACTATTGTTCTTTCCCATATAAATGGGCCTGCTTCTCTTCTTTCAGATTCCCAGGGGCCTTT
TGAAGATTATCTTCATATCTTAAGAATGAAGATGTTTTATTCAATCAAATTCTTGAAGGTTCGATGCCT
AATCATTCTAATCCTGGGACAAACTATGAAACAAGATACAAAAACTCCGAATGGAAAGTTAAAAAGA
AGAAAACGAAAGCTACGGTTCAAGAAAATGTAAGCTGATAAACAAAAAAAAACTGTATGAACGAAG
AAGAAGAAAAAAAGCTAAGAAGAAATGATGTATTGTGCGGAAGGCAAGTCGAAGCTCCTAGGACCTG
TAGCTATTGGTTTATCTCATCGGAACTGCAAAACTCAACTAACTGAAAAGTACAAAACCACTGAATCA
TATTATTTGAGATTTTTTTTAGGTCAAATTTTAGGTTTCAGTTACAGAAAACGAAGAGAAAACCCCAGA
AATTGAACGCCGAAGAACAGAGGAAGAAGAAATCGATCTGGAAAATTTTGCAAAAAAAAGCACCGAC
TCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACTT
GATTTGAATTTCAAAGGCCAATCACTACTTCGACTCTAGCTGTATATAAACTCAGCTTCGTTTTCTTATC
TAAGCGATGTGGGACTTTTGAAGATTGTTTTCAACTTAAATGGGGCCTATATAAGAAATACTATTGGTT
CTTTCCCATATAAAAGGGGCCGGCTTTCCTCCTTTCAAATTCCAGGGGGCCTTTTGAAAATATCTTCTA
TTCTTAGAAAAGGAAAAGGTTTTATTCATCCAAATTCTTGGAGGGTCGAGGCCCAAACCTTGCTAATC
CGGGGAAAAATTGGAAAAAAAAAAAAACTCCCAGGGGAAGTTAAAAAAAAAAAAAACCCCGTTTCA
AAAATGGCTGAAAACAAAAAATGTTAAAAAAAAAAAAAAATATAAAAAAGGTTTTTTGGGAGGGGCA
ATTTT
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Anexo 3. Resultado de la secuenciacion de la construccion 1 (pB7FWG,0-pCsPP16-
463pb::CsPP16-1::BM:.Spc326::SIp322::TLS-Short-12-3::3°’UTR). En color amarillo indica la
secuencia de TLS-1. En color verde, naranja, violeta, gris y rojo indica el marco de abierto de
CsPP16-1, una bisagra molecular, el sitio de corte de la proteasa PP36, la defensina SIp322 y la
region 3°’UTR de CsPP16-1, respectivamente

CCCATNGCCTGCACGAAGCATGTGCAGCGTTTCAGAATCGACAATTTAATAATCCCTAATGT
CCATTTTGGACCATTTCTAATTAAAATTTAAACACACACTCGAGGAAAAAAAATTATATATA
TTAGTCATTTTCGATAATGAAAAAGCCTTGGCGATGACAAGATTATCATAGGTGATTTTATA
TCATTGGTTTAACAGTTCCCAACGTAAGGTGAGTTTGTACAGGGAGGGGGACATCATATATG
CAATCACAAAAAAGATTCATTGCACATTATACAGGCAAATGCATTTCAGTTTTCTTGACATA
GATCATAGATGATATAGGCACGTAAGAGATTCAGGGATCTCTGCACAAAATTGCAAACTTTA
TTGATTTTAGATCAACAACAGAAGAGTTGCATAGCATTCTTCAGATTCACAACTAATTCAAG
CATCTGAACTTGTAGAGAAGTTAAGAGAGTGGGACCTGTGGGTTATGGGCCCACCACGCTTC
CGCTGCGCCACTCTGACTAGCATGGCTTAGTGCAAAAGCACCTCCTCCTGAATCCCCTGCAA
TTACCACCAGAAAATCTTTCAGTCTCGCAAACAGAAGCACAATTCTTATCGCTAACACATGG
TCCCTTGAACCTATGGCTCAAAGACTCACAATGTCTAGCCTCAACAATTCTAGTTGGACCCA
TCTCAGCAGCAGCGCTACCACCACCACCECTAAGAAAATCACTTTCCTTCCATCCTCCAAAG
TCTCTGTCAGTTTCCACCTCGACCTTGTGGGTCATACTCAGACCAACTTGAATCTCTCCAAAG
TAAGTTCCATCAGCTTGAACTACACTATATTTGCGAGAATGTAGTTCAGCAGTTCCATTCTCC
ATTCCTTGTGCCAAAAGATCCTCCACATAGATTGTGGCTTCACCAAGGAAGTCATCCTTAGT
AAAGGTATCCTTGTCCATGATTTTGAGAATGAGCTTGTACTGGCCACCAGACCCTGGATACT
CCACCCTGAAGGTGAATCTTTCATTCCATGTCCAACTCCCACCACGACCTTGAGCCACGCTG
CTTGTGCGCTCTTGGGCTTTGTATTGTATTATAACATAGGGATCAATATTACCTAAGAAATCG
GTGTTGGCAAGACCTTTACCACTCNCAAGAANTACTTCC
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Anexo 4. Resultado de la secuenciacion de la construccion 3 (pB7FWG,0-pCsPP16-
463pb::CsPP16-1::BM::Scp326::SIp322::TLS-1-OK-1::3°’UTR) en el vector pCR8 previo a la
recombinacion en el vector pB7FWG,0. En color amarillo indica la secuencia de TLS-1. En color
verde, naranja, violeta, gris y rojo indica el marco de abierto de CsPP16-1, una bisagra molecular,
el sitio de corte de la proteasa PP36, la defensina Slp322 y la region 3’UTR de CsPP16-1,
respectivamente.

CCCTTTGCCTTGCAAGGAGCATGTGCAGCGTTTCAGAATCGACAATTTAATAATCCCTAATG
TCCATTTTGGACCATTTCTAATTAAAATTTAAACACACACTCGAGGAAAAAAAATTATATAT
ATTAGTCATTTTCGATAATGAAAAAGCCTTGGCGATGACAAGATTATCATAGGTGATTITAT
ATCATTGGTTTAACAGTTCCCAACGTAAGGTGAGTTTGTACAGGGAGGGGGACATCATATAT
GCAATCACAAAAAAGATTCATTGCACATTATACAGGCAAATGCATTTCAGTTTTCTTGACAT
AGATCATAGATGATATAGGCACGTAAGAGATTCAGGGATCTCTGCACAAAATTGCAAACTTT
ATTGATTTTAGATCAACAACAGAAGAGTTGCATAGCATTCTTCAGATTCACAACTAATTCAA
GCATCTGAACTTGTAGAGAAGTTAAGAGAGTCGATATCAGAGCCAGGTTTCGATCCTGGGAC
CTGTGGGTTATGGGCCCACCACGCTTCCGCTGCGCCACTCTGATACTAGCATGGCTTAGTGC
AAAAGCACCTCCTCCTGAATCCCCTGCAATTACCACCAGAAAATCTTTCAGTCTCGCAAACA
GAAGCACAATTCTTATCGCTAACACATGGTCCCTTGAACCTATGGCTCAAAGACTCACAATG
TCTAGCCTCAACAATTCTAGTTGGACCCATCTCAGCAGCAGCCCTACCACCACCACCGETAA
GAAAATCACTTTCCTTCCATCCTCCAAAGTCTCTGTCAGTTTCCACCTCGACCTTGTGGGTCA
TACTCAGACCAACTTGAATCTCTCCAAAGTAAGTTCCATCAGCTTGAACTACACTATATTTGC
GAGAATGTAGTTCAGCAGTTCCATTCTCCATTCCTTGTGCCAAAAGATCCTCCACATAGATTG
TGGCTTCACCAAGGAAGTCATCCTTAGTAAAGGTATCCTTGTCCATGATTTTGAGAATGAGC
TTGTACTGGCCACCAGACCCTGGATACTCCACCCTGAAGGTGAATCTTTCATTCCATGTCCAA
CTCCCACCACGACCTTGAGCCACGCTGCTTGTGCCCTCTTGGGCTTTGTATTGTATTATAACA
TAGGGATCAATATTACCTAAAGAAATCGGGNNTGGCAAGACC
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Anexo 5. Especies de plantas seleccionadas y sus homologos PP16 recuperados de la base de datos

Phytozome v13. También se enumeran las proteinas relacionadas con PP16 de las clordfitas (algas

verdes).
No. Category Abbreviation|Species PP16 homologs
1 Basal embryophytes ppp|Physcomitrella patens 112279523 ERG1-like

112289355 _ERG3-like

smo|Selaginella moellendorffii

SELMODRAFT_148785
SELMODRAFT_229026

Monocots

spo|Spirodela polyrhiza (v2.0)

Spip023G0016400
Spipo23G0016300
Spipo16G0035500

osa|Oryza sativa (v7.0)

LOC_0s01g62430.3_OSERG1_RPP17
LOC_0s04g44870.1_OsERG3_RPP16
LOC_0s04g58570.1
LOC_0s02g42710.1

pvi|Panicum virgatum (v5.1)

Pavir.5KG621600.2.p
Pavir.5NG582800.1.p
Pavir.ING368400.1.p
Pavir.1KG408900.1.p
Pavir.7NG338700.1.p
Pavir.7NG444500.3.p
Pavir.7KG372100.3.p

sbi|Sorghum bicolor (v3.1.1)

Sobic.003G352400.1
Sobic.004G228300.1
Sobic.006G157900.1
Sobic.006G271300.1

zma|Zea mays (v4.0)

Zm00001d042909_P001
Zm00001d051249_P003
Zm00001d002850_P001
Zm00001d026642_P001

10

11

12

13

Eudicots

sly|Solanum lycopersicum (ITAG3.2)

Solyc04g011540.3.1
Solyc10g018060.2.1
Solyc08g080680.3.1

stu|Solanum tuberosum (v6.1)

Soltu.DM.04G007530.1
Soltu.DM.10G007190.1
Soltu.DM.08G027310.1

egr|Eucalyptus grandis (v2.0)

Eucgr.J00003.1
Eucgr.E00562.1

wvi|Vitis vinifera (v2.1)

VIT_213s0019901490.1
VIT_208s0007g00430.1
VIT_202s0025904350.1

pop|Populus trichocarpa (v4.1)

Potri.010G203000.2.p
Potri.010G203100.1.p
Potri.002G155600.1.p
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14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

rco|Ricinus communis (v0.1)

27383.m000160
30190.m011166
30174.m008982

csi|Citrus sinensis (v1.1)

g035563m_ERG1_CsPP16-1_XP_006486477.1

g046962m_At1g63220-like_CsPP16-2_
XP_006477594.2

g037768m_ERG3-like_isoform-1_CsPP16-3_
XP_006491029.1

ccl|Citrus clementina (v1.0)

Ciclev10032979m
Ciclev10024188m
Ciclev10022928m

cpa|Carica papaya (ASGPB v0.4)

1.414
1.415
18.207

tca|Theobroma cacao (v2.1)

Thecc.10G040600.1.p
Thecc.03G274700.1.p
Thecc.01G359300.1.p

aly|Arabidopsis lyrata (v2.1)

AL5G36620.t1
AL2G12160.t11

ath|Arabidopsis thaliana (TAIR10)

AT3G55470.1_AtPP16-1
AT1G63220.1_AtPP16-2

bra|Brassica rapa (FPsc v1.3)

Brara.D00394.1
Brara.103796.1
Brara.101220.1

esa|Eutrema salsugineum (v1.0) Thhalv10010786m
Thhalv10023745m

csa|Cucumis sativus (v1.0) Cucsa.010870.1
Cucsa.010880.1
Cucsa.302880.1

cmax|Cucurbita maxima

Q97T47.3_PP16-1*

AAY96411.1 PP16-2*
XP_022991040.1_PP16-1-like_isoform-X1*
XP_022992698.1 ERG1-like
XP_022996373.1_ERG3-like

cmos|Cucurbita moschata

ABK41006.1_PP16-1
ABK41007.1_PP16-2
XP_022921678.1_PP16-2-like_isoform-X1
XP_022953694.1 PP16-1-like_isoform-X1
XP_022938500.1_ERG1-like
XP_022957957.1 ERG3-like

gmx|Glycine max (Wm82.a4.v1)

Glyma.02G247900.3.p
Glyma.11G219000.1.p
Glyma.18G038400.1.p
Glyma.14G068400.1.p
Glyma.02G248000.1.p
Glyma.02G248100.1.p
Glyma.03G015400.1.p
Glyma.07G075300.2.p
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27

28

Glyma.18G224800.1.p
Glyma.08G011900.1.p
Glyma.05G204900.1.p

pvu|Phaseolus vulgaris (v2.1)

Phvul.008G232800.1
Phvul.008G232700.1
Phvul.008G232600.1
Phvul.002G286900.1
Phvul.010G093800.1
Phvul.008G073400.1

pper|Prunus persica (v2.1)

Prupe.2G236500.1
Prupe.6G256400.1
Prupe.2G158500.1
Prupe.5G094600.1
Prupe.2G158700.1
Prupe.2G158800.1
Prupe.5G094700.1

29

30

31

32

33

34

Green algae

cre|Chlamydomonas reinhardtii (v5.5)

Cre01.g015500.t1.2
Cre02.g110350.t1.2
Crel7.9723700.t1.1
Crel2.9485200.t1.1
Crell.9467599.t1.1
Crell.9467594.t1.1
Crell.g467593.t11.1
Crell.g467601.t1.1
Crell.9467595.11.1
Cre06.9305750.t1.2
Cre02.9074900.t1.1

vcalVolvox carteri (v2.1)

Vocar.0007s0408.1.p
Vocar.0013s0032.1.p
Vocar.0009s0235.1.p
Vocar.0001s1625.1.p
Vocar.0015s0039.1.p
Vocar.0009s0192.1.p
Vocar.0004s0220.1.p

csl|Coccomyxa subellipsoidea (C-169 v2.0)

63427
56339

mpp|Micromonas pusilla (CCMP1545
v3.0)

36336
57933
63907
58763

mis|Micromonas sp. (RCC299 v3.0)

59753
61618
59622

olu|Ostreococcus lucimarinus (v2.0)

8959
9049

* Estas secuencias se utilizaron como consulta para la identificacion y recuperacion de homologos

de PP16 o proteinas relacionadas.
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Anexo 6. Alineamiento de CmPP16 de calabaza y proteinas relacionadas con PP16 en especies de
algas verdes. Se utilizd Clustal Omega versién 1.2.3 en modo local para el alineamiento de
secuencias y el cddigo de color se aplico con el software Jalview version 1.0. EI dominio C2 se

indica en rojo en el alineamiento.
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Anexo 7. Dominio C2 de las proteinas PP16 en especies de Viridiplantae. Se incluyen los dominios

C2 de las proteinas relacionadas con PP16 en especies de algas verdes. Los datos se obtuvieron de

la base de datos de la Enciclopedia de Kioto de Genes y Genomas.
(https://www.genome.jp/tools/motif/).
Position —

Query Pfam (E-value) Description
cmax|Cucurbita_maxima_Q9ZT47.3_PP16-1 C2 5..104(1.4e-15) PF00168, C2 domain
cmax|Cucurbita_maxima_AAY96411.1_PP16-2 Cc2 5..110(6.3e-18) PF00168, C2 domain
c_max'|Cucurblta_maX|ma_XP_022991040.1_PP16-1- c2 4..98(5¢-19) PF00168, C2 domain
like_isoform-X1
cmax|Cucurbita_maxima_XP_022991040.1_PP16-1- ) PF07162, Ciliary basal body-associated,
like_isoform-X1 B8-C2 34..95(0.096) B9 protein
cmax|Cucurbita_maxima_XP_022992698.1 ERG1-like C2 4..100(7e-20) PF00168, C2 domain
cmax|Cucurbita_maxima_XP_022996373.1_ERG3-like C2 4..94(3.4e-20) PF00168, C2 domain
cmos|Cucurbita_moschata ABK41006.1_PP16-1 C2 4..109(2e-17) PF00168, C2 domain
cmos|Cucurbita_moschata ABK41007.1_PP16-2 C2 4..110(2.4e-18) PF00168, C2 domain
cmos|Cucurbita_moschata_ABK41007.1_PP16-2 DUF6402 37..75(0.076) fg&%‘;%zgam"y of unknown function
qmos_lCucurblta_moschata_XP_022921678.1_PP16-2- c2 4.109(16-16) PF00168, C2 domain
like_isoform-X1
qmos_lCucurblta_moschata_XP_022953694.1_PP16-1- c2 4.98(2.4e-19) PF00168, C2 domain
like_isoform-X1
cmos|Cucurbita_moschata_XP_022953694.1_PP16-1- B9-C2 33..94(0.046) PF07162, Ciliary basal body-associated,
like_isoform-X1 B9 protein
cmos|Cucurbita_moschata_ XP_022938500.1_ERG1-like C2 4..100(3.9¢e-19) PF00168, C2 domain
cmos|Cucurbita_moschata_XP_022938500.1_ERG1-like ~ |NT-C2 37.127(0.11) PF10358, M-terminal C2 in EEIGL and

proteins

cmos|Cucurbita_moschata XP_022957957.1_ERG3-like Cc2 4..94(3.4e-20) PF00168, C2 domain
ppp|Physcomitrium_patens_112279523 ERG1-like C2 4..94(4.4e-17) PF00168, C2 domain
ppp|Physcomitrium_patens_112289355_ERG3-like C2 4..95(1.4e-15) PF00168, C2 domain
smo|Selaginella_moellendorffii SELMODRAFT_148785 C2 4..95(2e-19) PF00168, C2 domain
smo|Selaginella_moellendorffii_ SELMODRAFT_229026 C2 4..95(1.2e-19) PF00168, C2 domain
atr/Amborella_trichopoda_v1.0_scaffold00009.330 C2 4..96(7.5e-22) PF00168, C2 domain
atrJAmborella_trichopoda_v1.0_scaffold00009.331 Cc2 4..95(8.2e-20) PF00168, C2 domain
spo|Spirodela_polyrhiza_v2_Spipo23G0016400 C2 6..105(1.3e-20) PF00168, C2 domain
spo|Spirodela_polyrhiza_v2_Spipo23G0016300 C2 6..102(4e-19) PF00168, C2 domain
spo|Spirodela_polyrhiza_v2_Spipo16G0035500 Cc2 4..93(2.9e-18) PF00168, C2 domain
0salOryza_sativa_v7.0_LOC_0s01g62430.3_OsERG1_RPP17|C2 5..108(7.5e-22) PF00168, C2 domain
0saOryza_sativa_v7.0_LOC_Os01g62430.3_OsERGL_RPP17|B9-C2 40..96(0.017) Egogrt?;’nc"'ary basal body-associated,
0saOryza_sativa_v7.0_LOC_Os0162430.3_OSERGL_RPP17|DOCK-C2 40.81(0.14) ;F;4429, C2 domain in Dock180 and

izimin proteins
0sa|Oryza_sativa_v7.0_LOC_0s04g44870.1_OsERG3_RPP16|C2 4..97(3.3e-20) PF00168, C2 domain
0sa|Oryza_sativa_v7.0_LOC_0s04g58570.1 Cc2 4..93(1.3e-20) PF00168, C2 domain
0sa|Oryza_sativa_v7.0_LOC_0s02g42710.1 Cc2 4..96(4.8e-19) PF00168, C2 domain
pvi|Panicum_virgatum_v5.1_Pavir.5KG621600.2.p Cc2 4..109(4.7e-21) PF00168, C2 domain
pvilPanicum_virgatum_v5.1_Pavir.5KG621600.2.p PIBK_C2 41..97(0.17) PF00792, Phosphoinositide 3-kinase C2
pvi|Panicum_virgatum_v5.1_Pavir.5NG582800.1.p Cc2 4..109(2.4e-22) PF00168, C2 domain
pvi|Panicum_virgatum_v5.1_Pavir.5NG582800.1.p Sec39 15..91(0.018) 2533893 14, Secretory pathway protein
pvi|Panicum_virgatum_v5.1_Pavir.5NG582800.1.p PI3K_C2 42..96(0.18) PF00792, Phosphoinositide 3-kinase C2
pvi|Panicum_virgatum_v5.1_Pavir.ING368400.1.p C2 4..98(1.4e-19) PF00168, C2 domain
pvi|Panicum_virgatum_v5.1_Pavir.1KG408900.1.p Cc2 4..98(1.4e-19) PF00168, C2 domain
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pvi|Panicum_virgatum_v5.1_Pavir.7NG338700.1.p C2 4..96(1.1e-19) PF00168, C2 domain
pvi|Panicum_virgatum_v5.1_Pavir.7NG444500.3.p C2 4..95(3.1e-20) PF00168, C2 domain
pvi|Panicum_virgatum_v5.1_Pavir.7KG372100.3.p Cc2 4..95(3.7e-20) PF00168, C2 domain
sbi|Sorghum_bicolor_v3.1.1_Sobic.003G352400.1 C2 4..108(5.9¢e-22) PF00168, C2 domain
sbilSorghum_bicolor_v3.1.1_Sobic.003G352400.1 DOCK-C2 39..80(0.19) ;_F1_44_29, C2 domain in Dock180 and
izimin proteins
sbi|Sorghum_bicolor_v3.1.1_Sobic.004G228300.1 C2 4..97(3.2e-18) PF00168, C2 domain
sbi|Sorghum_bicolor_v3.1.1_Sobic.006G157900.1 Cc2 5..97(4.2e-18) PF00168, C2 domain
sbi|Sorghum_bicolor_v3.1.1_Sobic.006G271300.1 C2 4..93(3.4e-20) PF00168, C2 domain
zma|Zea_mays_RefGen_V4_Zm00001d042909_P001 C2 4..109(5.9e-22) PF00168, C2 domain
zma|Zea_mays_RefGen_\V4_Zm00001d042909_PO01 Sec3g 14..91(0.006) ggggg“* Secretory pathway protein
zmalZea_mays_RefGen_\V4_Zm00001d042909_PO01 DOCK-C2 39..80(0.56) ;I_:l_44_29, C2 domain in Dock180 and
izimin proteins
zma|Zea_mays_RefGen_V4_Zm00001d051249 P003 Cc2 4..97(3.5e-18) PF00168, C2 domain
zma|Zea_mays_RefGen_V4_Zm00001d002850_P001 C2 4..96(4.5e-18) PF00168, C2 domain
zma|Zea_mays_RefGen_V4_Zm00001d026642_P001 C2 4..95(3.6e-20) PF00168, C2 domain
sly|Solanum_lycopersicum_ITAG3.2_Solyc049011540.3.1 C2 6..102(5.6e-18) PF00168, C2 domain
sly|Solanum_lycopersicum_ITAG3.2_Solyc04g011540.3.1 Big_3 105..147(0.017) (Pg':r?)zgz??) Bacterial Ig-like domain
sly|Solanum_lycopersicum_ITAG3.2_Solyc10g018060.2.1 C2 4..105(1.5e-19) PF00168, C2 domain
sly|Solanum_lycopersicum_ITAG3.2_Solyc08g080680.3.1 Cc2 4..96(4.8e-21) PF00168, C2 domain
stu|Solanum_tuberosum_v6.1_Soltu.DM.04G007530.1 C2 6..102(5.5e-18) PF00168, C2 domain
stu|Solanum_tuberosum_v6.1_Soltu.DM.04G007530.1 Big_3 105..147(0.25) (Pg':r?)zgz??) Bacterial Ig-like domain
stu|Solanum_tuberosum_v6.1_Soltu.DM.10G007190.1 C2 4..105(4.6e-18) PF00168, C2 domain
stu|Solanum_tuberosum_v6.1_Soltu.DM.08G027310.1 C2 4..97(8.5e-21) PF00168, C2 domain
egr|Eucalyptus_grandis_v2.0_Eucgr.J00003.1 C2 5..108(1.9e-16) PF00168, C2 domain
egr|Eucalyptus_grandis_v2.0_Eucgr.E00562.1 C2 4..95(5.1e-20) PF00168, C2 domain
wvi|Vitis_vinifera_v2.1_VIT_213s0019g01490.1 C2 5..102(6.8e-20) PF00168, C2 domain
wvi|Vitis_vinifera_v2.1_VIT_208s0007g00430.1 C2 8..106(3.6e-16) PF00168, C2 domain
wvi|Vitis_vinifera_v2.1_VIT_202s0025g04350.1 C2 4..96(8.4e-21) PF00168, C2 domain
pop|Populus_trichocarpa_v4.1_Potri.010G203000.2.p Cc2 4..107(5.6e-20) PF00168, C2 domain
pop|Populus_trichocarpa_v4.1_Potri.010G203100.1.p Cc2 4..103(8.8e-20) PF00168, C2 domain
pop|Populus_trichocarpa_v4.1_Potri.002G155600.1.p C2 4..94(2.4e-19) PF00168, C2 domain
rco|Ricinus_communis_v0.1_27383.m000160 C2 4..104(4.1e-20) PF00168, C2 domain
rco|Ricinus_communis_v0.1_30190.m011166 C2 4..101(3.3e-19) PF00168, C2 domain
rco|Ricinus_communis_v0.1_30174.m008982 C2 4..94(1.2e-19) PF00168, C2 domain
<::Lsi|Citrus_sinensis_vl.1_orange1.1gO35563m_ERGl_CsPP16-Q 5.106(6.7e-17) PF00168, C2 domain
ﬁié(ilct:;usﬁigrgnsw_vl.1_orange1.1gO46962m_At1963220- c2 4..104(6.60-21) PF00168, C2 domain
,cj('le(i:tsgjfz—rﬂq”ir_‘sc'ss;,‘ﬁlé—; fangel.1g037768m_ERG3- c2 4..94(6e-19) PF00168, C2 domain
ccl|Citrus_clementina_v1.0_Ciclev10032979m Cc2 5..106(6.4e-17) PF00168, C2 domain
ccl|Citrus_clementina_v1.0_Ciclev10024188m C2 4..104(6.6e-21) PF00168, C2 domain
ccl[Citrus_clementina_v1.0_Ciclev10022928m c2 jé%gzgggéé 4  [Prootes,C2 domain
ccl|Citrus_clementina_v1.0_Ciclev10022928m Npun_R1517 29..67(0.098) PF18068, Npun R1517
cpalCarica_papaya_ ASGPB_v0.4_1.414 Cc2 5..102(7.2e-19) PF00168, C2 domain
cpalCarica_papaya_ ASGPB_v0.4_1.415 Cc2 3..73(9.5e-11) PF00168, C2 domain
cpalCarica_papaya_ ASGPB_v0.4_18.207 Cc2 4..92(7.1e-21) PF00168, C2 domain
tca|Theobroma_cacao_v2.1 Thecc.10G040600.1.p Cc2 4..102(5e-18) PF00168, C2 domain
tca|Theobroma_cacao_v2.1_Thecc.03G274700.1.p Cc2 4..94(2.3e-20) PF00168, C2 domain
tca|Theobroma_cacao_v2.1_Thecc.01G359300.1.p Cc2 4..97(2.1e-12) PF00168, C2 domain
aly|Arabidopsis_lyrata_v2.1_AL5G36620.t1 Cc2 4..107(2.9e-21) PF00168, C2 domain
aly|Arabidopsis_lyrata_v2.1_AL2G12160.t1 Cc2 4..94(8.6e-19) PF00168, C2 domain
ath|Arabidopsis_thaliana_TAIR10_AT3G55470.1_AtPP16-1 |C2 4..107(2.9e-21) PF00168, C2 domain
ath|Arabidopsis_thaliana_ TAIR10_AT1G63220.1_AtPP16-2 |C2 4..94(8.3e-19) PF00168, C2 domain
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bra|Brassica_rapa_FPsc_v1.3 Brara.D00394.1 C2 4..108(1.1e-22) PF00168, C2 domain
bra|Brassica_rapa_FPsc_v1.3_Brara.l03796.1 C2 4..105(9.3e-20) PF00168, C2 domain
bra|Brassica_rapa_FPsc_v1.3 Brara.101220.1 Cc2 4..94(1.1e-18) PF00168, C2 domain
esa|Eutrema_salsugineum_v1.0_Thhalv10010786m C2 4..105(1.4e-19) PF00168, C2 domain
esa|Eutrema_salsugineum_v1.0_Thhalv10023745m C2 4..94(2.4e-18) PF00168, C2 domain
csa|Cucumis_sativus_v1.0_Cucsa.010870.1 Cc2 4..99(1.7e-19) PF00168, C2 domain
csa|Cucumis_sativus_v1.0_Cucsa.010880.1 C2 4..100(4.5e-18) PF00168, C2 domain
csa|Cucumis_sativus_v1.0_Cucsa.302880.1 C2 4..98(2.8e-19) PF00168, C2 domain
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1l_Glyma.02G247900.3.p Cc2 6..105(2e-21) PF00168, C2 domain
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1l_Glyma.11G219000.1.p C2 6..102(2.2e-20) PF00168, C2 domain
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1_Glyma.11G219000.1.p PIBK_C2 38..77(0.12) PF00792, Phosphoinositide 3-kinase C2
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1_Glyma.18G038400.1.p Cc2 6..101(6.7e-21) PF00168, C2 domain
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1l_Glyma.18G038400.1.p B9-C2 34..93(0.13) ;’;Ogrt?;’ncmary basal body-associated,
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1l_Glyma.14G068400.1.p C2 6..103(2.2e-20) PF00168, C2 domain
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1_Glyma.02G248000.1.p C2 6..103(2.4e-20) PF00168, C2 domain
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1_Glyma.02G248100.1.p C2 6..101(3.3e-21) PF00168, C2 domain
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1l_Glyma.03G015400.1.p C2 4..97(2.7e-20) PF00168, C2 domain
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1_Glyma.07G075300.2.p C2 4..97(5.2e-20) PF00168, C2 domain
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1_Glyma.18G224800.1.p C2 4..94(2.1e-21) PF00168, C2 domain
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1l_Glyma.08G011900.1.p C2 4..93(4.1e-18) PF00168, C2 domain
gmx|Glycine_max_Wm82.a4.v1_Glyma.05G204900.1.p Cc2 4..93(3.2e-18) PF00168, C2 domain
pvu|Phaseolus_vulgaris_v2.1_Phvul.008G232800.1 C2 6..103(2.5e-20) PF00168, C2 domain
pvu|Phaseolus_vulgaris_v2.1_Phvul.008G232700.1 C2 6..103(1.2e-21) PF00168, C2 domain
pvu|Phaseolus_vulgaris_v2.1_Phvul.008G232600.1 C2 7..103(5.4e-19) PF00168, C2 domain
pvu|Phaseolus_vulgaris_v2.1_Phvul.002G286900.1 C2 4..96(5.8e-21) PF00168, C2 domain
pvu|Phaseolus_vulgaris_v2.1_Phvul.002G286900.1 BCL9 119..130(0.21) PF11502, B-cell lymphoma 9 protein
pvu|Phaseolus_vulgaris_v2.1_Phvul.010G093800.1 C2 4..96(2.5e-21) PF00168, C2 domain
pvu|Phaseolus_vulgaris_v2.1_Phvul.008G073400.1 C2 4..96(1.5e-21) PF00168, C2 domain
pper|Prunus_persica_v2.1_Prupe.2G236500.1 C2 4..103(2.8e-19) PF00168, C2 domain
pper|Prunus_persica_v2.1_Prupe.2G236500.1 Mago-bind 117..129(0.18) PF09282, Mago binding
pper|Prunus_persica_v2.1_Prupe.6G256400.1 C2 4..101(1.4e-17) PF00168, C2 domain

pper|Prunus_persica_v2.1_Prupe.6G256400.1

Ribos_L4 asso C

15..38(0.32)

PF14374, 60S ribosomal protein L4 C-

terminal domain

pper|Prunus_persica_v2.1_Prupe.2G158500.1 C2 4..95(3.4e-21) PF00168, C2 domain
pper|Prunus_persica_v2.1_Prupe.5G094600.1 C2 4..96(2.4e-24) PF00168, C2 domain
pper|Prunus_persica_v2.1_Prupe.2G158700.1 C2 4..96(1.4e-21) PF00168, C2 domain
pper|Prunus_persica_v2.1_Prupe.2G158800.1 C2 4..97(1e-20) PF00168, C2 domain
pper|Prunus_persica_v2.1_Prupe.5G094700.1 C2 5..104(2.3e-21) PF00168, C2 domain
mpp|Micromonas_pusilla_CCMP1545_v3.0_36336 C2 400..490(3e-15) PF00168, C2 domain
mpp|Micromonas_pusilla_CCMP1545_v3.0_36336 SMP_LBD 36..220(8.4e-13) PP17047, Synapt(_)tagmln—llke .
mitochondrial-lipid-binding domain
. . 629..734(1.6e-18) :
mpp|Micromonas_pusilla_CCMP1545_v3.0_57933 C2 803.896(6. 1e-16) PF00168, C2 domain
mpp|Micromonas_pusilla_CCMP1545_v3.0_57933 MMM1 148..228(0.28) PF10296, Maintenance of mitochondrial
morphology protein 1
mpp|Micromonas_pusilla_CCMP1545_v3.0_63907 Cc2 122..214(3.6e-19) |PF00168, C2 domain
108..141(0.024)
. . 171..223(7e-09) PF13418, Galactose oxidase, central
mpp|Micromonas_pusilla_CCMP1545_v3.0_58763 Kelch_4 224.276(0.0016)  |domain
356..389(0.012)
116..178(0.073)
mpp|Micromonas_pusilla CCMP1545_v3.0_58763 Kelch 3 182..232(2.3e-11)  |PF13415, Galactose oxidase, central

243..279(0.071)
356..405(0.12)

domain
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107..138(0.0021)

mpp|Micromonas_pusilla_CCMP1545 v3.0_58763 Kelch_5 169..203(1.4e-05)  |PF13854, Kelch motif
222..273(5.5¢-06)
mpp|Micromonas_pusilla_CCMP1545 v3.0 58763 Cc2 517..611(1e-16) PF00168, C2 domain
108..134(0.73)
mpp|Micromonas_pusilla_CCMP1545 v3.0_58763 Kelch_1 172..212(1.1e-09)  |PF01344, Kelch motif
244..276(0.032)
mpp|Micromonas_pusilla_CCMP1545_v3.0_58763 Kelch_6 1(7)3341‘28832)61) PF13964, Kelch motif
mpp|Micromonas_pusilla_CCMP1545 v3.0 58763 BTB 853..904(0.11) PF00651, BTB/POZ domain
mpp|Micromonas_pusilla_CCMP1545 v3.0 58763 Kelch 2 171..212(0.21) PF07646, Kelch motif
mis|Micromonas_sp_RCC299_v3.0_59753 c2 298.378(1.5e-15) o018 2 domain
— = — = 585..679(2.3e-13)
mis|Micromonas_sp_RCC299_v3.0_59753 SMP_LBD 95.276(0.00015) |/ L7047, Synaptotagmin-like
— mitochondrial-lipid-binding domain
mis|Micromonas_sp_RCC299_v3.0_59753 DOCK-C2 330..385(0.049) ;_F1_44_29, C2 domain in Dock180 and
izimin proteins
179..273(1.8e-18)
mis|Micromonas_sp_RCC299 v3.0_61618 C2 373..470(1.6e-14) |PF00168, C2 domain
527..621(9.3e-07)
mis|Micromonas_sp_RCC299_v3.0_61618 PRT C 896.971(1.2¢-05) | 08372, Plant .
phosphoribosyltransferase C-terminal
mis|Micromonas_sp_RCC299 v3.0 61618 AAA 11 818..929(0.0012) PF13086, AAA domain
mis|Micromonas_sp_RCC299 v3.0_61618 DDHD 815..894(0.0095) PF02862, DDHD domain
mis|Micromonas_sp_RCC299_v3.0_61618 Reticulon 931..981(0.044) PF02453, Reticulon
mis|Micromonas_sp_RCC299 v3.0 61618 CAF1 793..880(0.23) PF04857, CAF1 family ribonuclease
mis|Micromonas_sp_RCC299_v3.0_61618 Pex24p 928..987(0.058) Eﬁfﬁiﬁe pem'xnitrfgra' peroxisomal
mis|Micromonas_sp_RCC299_v3.0_61618 DUF5427 809.934(0.83)  |[-10310, Family of unknown function
(DUF5427)
mis|Micromonas_sp_RCC299 v3.0 59622 C2 625..736(1.7e-10)  |PF00168, C2 domain

mis|Micromonas_sp_RCC299 v3.0 59622

Exo_endo_phos

109..511(3e-06)

PF03372,
Endonuclease/Exonuclease/phosphatase
family

PF11592, Central core of the bacterial

mis|Micromonas_sp_RCC299 v3.0_59622 AvrPto 523..606(0.33) .

effector protein AvrPto
olu|Ostreococcus_lucimarinus_v2.0_8959 Cc2 18..114(1.4e-21) PF00168, C2 domain
olu|Ostreococcus_lucimarinus_v2.0_9049 Cc2 1..95(2.4e-16) PF00168, C2 domain
csl|Coccomyxa_subellipsoidea_C-169_v2.0_ 63427 C2 346..447(7.8e-19)  |PF00168, C2 domain
csl|Coccomyxa_subellipsoidea_C-169 v2.0_63427 SMP_LBD 114.177(0.64) PF17047, Synaptotagmin-like

249..332(0.00032)

mitochondrial-lipid-binding domain

csl|Coccomyxa_subellipsoidea_C-169_v2.0_56339

Nucleopor_Nup85

53..181(6.5e-11)
235..437(2.3e-21)
460..636(3.6¢-13)

PF07575, Nup85 Nucleoporin

csl|Coccomyxa_subellipsoidea_C-169_v2.0 56339 Lipase 3 845..1037(3e-27)  |PF01764, Lipase (class 3)
csl|Coccomyxa_subellipsoidea_C-169 v2.0_56339 Cc2 672..750(2.1e-18)  |PF00168, C2 domain
csl|Coccomyxa_subellipsoidea_C-169_v2.0_56339 DUF2428 1073..1132(0.33)  [PF10350, THADA/TRM732, DUF2428
vca|Volvox_carteri_v2.1_Vocar.0007s0408.1.p C2 6..97(6.5e-16) PF00168, C2 domain
vcalVolvox_carteri_v2.1 Vocar.0013s0032.1.p Cc2 6..95(1.5e-20) PF00168, C2 domain
vcalVolvox_carteri_v2.1_Vocar.0009s0235.1.p Cc2 6..102(1.3e-14) PF00168, C2 domain
vcalVolvox_carteri_v2.1_Vocar.0001s1625.1.p Cc2 7..92(9.4e-18) PF00168, C2 domain
vcalVolvox_carteri_v2.1 Vocar.0015s0039.1.p Cc2 9..102(1.3e-16) PF00168, C2 domain
vcalVolvox_carteri_v2.1_Vocar.0009s0192.1.p Cc2 8..96(1.6e-17) PF00168, C2 domain
vcalVolvox_carteri_v2.1_Vocar.0022s0215.1.p Cc2 8..98(7.7e-16) PF00168, C2 domain
vcalVolvox_carteri_v2.1 Vocar.0004s0220.1.p Pkinase 170..428(4.4e-77)  |PF00069, Protein kinase domain

vca|Volvox_carteri_v2.1_Vocar.0004s0220.1.p

PK_Tyr Ser-Thr

174..424(6.5e-34)

PF07714, Protein
serine/threonine kinase

tyrosine  and

vca|Volvox_carteri_v2.1_Vocar.0004s0220.1.p

EF-hand_1

476..502(7e-07)
513..536(4e-06)

549..574(6.3¢-06)
584..612(1.26-06)

PF00036, EF hand
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476..537(6.4e-10)

vca|Volvox_carteri_v2.1_Vocar.000450220.1.p EF-hand_7 547.610(2.1e-11) PF13499, EF-hand domain pair

476..502(6.2e-06)
vcalVolvox_carteri_v2.1_Vocar.000450220.1.p EF-hand_6 gigg?gggé?om PF13405, EF-hand domain

585..610(0.022)

477..497(0.00043)
vca|Volvox_carteri_v2.1_Vocar.0004s0220.1.p EF-hand_5 ggggggggiﬁg PF13202, EF hand

585..609(0.015)

476..502(0.0052)
vca|Volvox_carteri_v2.1_Vocar.0004s0220.1.p EF-hand_8 488..535(1.3e-10)  |PF13833, EF-hand domain pair

561..610(4e-08)
vcalVolvox_carteri_v2.1_Vocar.000450220.1.p C2 6..105(3.6e-11) PF00168, C2 domain
vcalVolvox_carteri_v2.1_Vocar.000450220.1.p Kinase-like 263..380(0.00014) |PF14531, Kinase-like
vcalVolvox_carteri_v2.1 Vocar.0004s0220.1.p EF-hand_11 480..536(0.00018) [PF08976, EF-hand domain
vca|Volvox_carteri_v2.1_Vocar.0004s0220.1.p EF-hand_4 472..535(0.012) PF12763, Cytoskeletal-regulatory

complex EF hand

vcalVolvox_carteri_v2.1_Vocar.000450220.1.p EF-hand_9 483..535(0.0077) PF14658, EF-hand domain
vcalVolvox_carteri_v2.1_Vocar.000450220.1.p Kdo 261..306(0.025) (P}Egglzvs\)li,ap)l_fl;r?]ﬁc;lysaccharlde Kinase
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre01.g015500.t1.2 C2 6..97(4.3e-20) PF00168, C2 domain
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre02.9110350.t1.2 C2 6..100(2.1e-20) PF00168, C2 domain
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre17.9723700.t1.1 C2 7..93(2.5e-20) PF00168, C2 domain
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre12.g485200.t1.1 C2 8..92(2.6e-20) PF00168, C2 domain
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre11.g467599.t1.1 C2 8..95(3.9e-19) PF00168, C2 domain
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre11.g467594.t1.1 C2 8..95(3.9e-19) PF00168, C2 domain
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre11.g467593.t1.1 C2 8..95(8.6e-20) PF00168, C2 domain
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre11.g467601.t1.1 C2 8..94(2.2e-19) PF00168, C2 domain
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre11.g467595.t1.1 C2 6..104(6.7e-18) PF00168, C2 domain
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre11.g467595.t1.1  [TFIIA 129.191(0.0015) |/ 703153, ‘Transcription factor IIA,

alpha/beta subunit

cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Crel1.9467595.t1.1

baeRF_family7

167..208(0.08)

PF18849, Bacterial archaeo-eukaryotic
release factor family 7

cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre11.g467595.t1.1 Glypican 137..189(0.067) PF01153, Glypican
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre06.9g305750.t1.2 C2 8..93(5.2e-19) PF00168, C2 domain
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre02.g074900.t1.1 Cc2 530..629(2.6e-13)  |PF00168, C2 domain
cre|Chlamydomonas_reinhardtii_v5.6_Cre02.g074900.t1.1  [MMM1 282..358(0.49) PF10296, Maintenance of mitochondrial

morphology protein 1
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